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RESUMEN 
ntroducaón El VHB es el agente causal de la hepatitis B El virus tiene en su estructura, 
mfgenos como el "core para el cual se desarrollan anticuerpos que pueden ser detectados a 
ravés de pruebas de tamizaje serológicas La prueba de Anti HI3c se realiza en los Bancos de 
arigre como prueba de tamizaje para unidades donadas Im seroprevalencm promedio desde el 
flo 2003 2006 para este marcador es de 3 21% lo que ha representado un costo aproximado de 
325 728 00 en unidades descartadas Los porcentajes de seroprevalencias difieren entre 
egiones diferentes del país se destaca la región de Changumola con la mayor seroprevalencm 
on promedio de 15% (años 2003 2006) 
/Inetivo General Demostrar la importancia de la detección de portadores del VHB mediante 
i determinación de marcadores serológicos no rutinarios, y su correlación con la presencia de 
IBV DNA, en una muestra de donantes anti HI3c positivos de seis Bancos de Sangre de la 
Lepublica de Panamá 
4etodología Entre el mes de octubre de 2005 y agosto de 2007 se encuestaron y se tomaron 
nuestras de sangre de 339 donantes de cinco Bancos de Sangre de la Republica de Panamá. Las 
ncuestas y muestras fueron enviadas al ICGES LCRSP para su confirmación por Anti-HBc y 
ara evaluarlas con marcadores serológicos no rutinarios en los Bancos de Sangre, como el Anti 
lBs Ami HBe y HBeAg, con el método de quuniolummiscencia amplificada, además se 
etemmó si había presencia de ADN de VHB por medio de Nested PCR y la carga viral por 
necio del Kit Monitor Test para VHB Las respuestas de los donantes fueron tabuladas en el 
rograma Excel]. 
tesultados De la información epidemiológica se obtuvo que el 93% eran hombres 91% de las 
fonaciones eran de reposición, el 5 8% (20/339) dijeron tener más de una pareja habitual, 13 *A 
47/339) admitieron consumo de alcohol frecuente y 91 4% no tenían ninguna dosis de vacuna 
ara VIIB La variable Más de una Pareja Habitual se relacionó estadisticamente con el alto 
umero de unidades Ami HBc+ (p< 05) De los 339 donantes, 31 fueron confirmadas Ami HBc+ 
>e los 31 confirmados Anti 13Bc+ el 64 5% tenían niveles de Anti-H13s >20 mUlknl, 3905% 
avales de anti HBs <10 mUI/m1 645% (2 muestras no pudieron ser confirmadas) Para el 
narcador Ami HBe 41 9% (13/31) fueron positivos y sólo 1 fue HBeAg+ De las 20 muestras 
nalizadas por Nested PCR para buscar ADN de VIII3 cuico (2 anti HBc-/H13sAg+ y 3 anti 
IBc-/HBsAg ) fueron positivas, y a su vez se determinó la carga vual Sólo 1 muestra Anti 
IBc-F/HBsAg+ resultó con carga mral detectable 
;ondustones Este estudio confirma que aun en ausencia del marcador HI3sAg en la unidad 
lonada existe la presencia de ADN del VHB en el suero de donantes ant HBc+ El 709% de los 
lonantes ami HBc+ teman niveles de Anti HBs entre 8 1 mUI/m1 y 92 300 mili/ml, este 
llamador permite el seguimiento epidemiológico del donante Se evidenció estadísticamente la 
elación que existe entre el comportamiento social de los donantes y el alto numero de unidades 
mi HBc positivas, a través de la información epidemiológica obtenida de los donantes 
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SUMMARY 
atroduction The HBV is the causattve agent of hepatitis B The virus takes its structure, 
ntmens as the core for wluch it was developed antibodies can be detected by serological 
creetung The test Antt HBc takes place ni the Blood Banks for screemng donated units The 
eroprevalence average from the year 2003 2006 for dus marker is 3 21% wluch represented an 
pproximate con of $ 325 728 GO in uruts discarded. The seroprevalence rates differ between 
tfferent regions of the country Highlights the Changutnola repon wrth the highest prevalence, 
nth an average of 15% (years 2003 2006) 
kneral Objectwe To dernonstrate the unportance of the detection of HBV camers by 
lentifying non routme serologtcal markers and its correlation with the presence of1-1BV DNA, 
la sample of donors anti 11B core positive sur of Blood Banks Republic of Panarna 
lethods Between October 2005 and August 2007 was surveyed and took blood samples from 
39 donors m five of Blood Banlcs of the Republic of Panama Surveys and samples were sent to 
CGES LCRSP for confirmation by Anti lific and to assess them with non routtne serological 
tarkers in the blood banks such as the Ami HBs, Anti-11Be and HBeAg, with die method of 
mplified quinuolummiscenr,e plus rt was determined whether they had presence of HBV DNA 
Vough Nested PCR and vu-al load through the Monitor Test Kit for HBV The responses from 
onors were tabulated m the Excell program. 
lesults Of the surveys were obtamed that 93% were men, 91% of the donations were of 
eplenishment 5 8% (20/339) said to have more than a couple usual 13 8% (47/339) adnutted 
lcohol frequent, and 91 4% had no doses of vaccute for HBV The vanable Over a couple 
:ommon stanstically related to the lugh number of units Antt HBc + (p< 05) Of the 339 donors 
1 were confirrned. Of the 31 confirmed Ant-HBc + 645% had levels of Anti 1113s> 20 rnIU / 
11, 3905% has Anti HBs levels <10 m111 / ml 645% (2 samples Gould not be confinned) For 
le serological marker Anti 1-1Be 41 9% (13/31) were posan/e and 32% (1 / 31) was HBeAg + 
total of 20 samples (15 Ant; HBc + and 5 Antt-FIBc-) were analyzed by Nested PCR to look 
pr HBV DNA Five (2 anti 11Bc-/HBsAg + and 3 anti-HBc-/HBsAg ) were positive m tum to 
lentified the vtral load for these five samples only 1 (Anti HBc + / HBsAg +) was with 
etectable vira' load. 
.:onclustons This study confirms that even ni absence of1-113sAg m donated unrts erusts the 
resence of HBV DNA m the serum of Ant, HEIc + donor The 709% of the donors have Ami 
lBs levels between 8 1 mIU / ml and 92 300 rnIU / ml tlus marker allows epidemiological 
Dllow up to the donor It levas confirmed statisttcally the rekttionship that trust between sexual 
ehavior of donors and the htgh number of Azul HBc+ uruts through the epidemiological 
ifonnatton obtatned from donors 
INTRODUCCIÓN 
El virus de la Hepatitis B (VHB) es el agente causal de la hepatitis 13 enfermedad que 
genera severos daños a nivel hepático y que puede ser adquirida mediante la transfusión 
de sangre y hemodenvados que tengan el virus por transrnision sexual pennatal y 
exposicion laboral en el caso de los trabajadores de la salud 
La hepatitis B es una enfermedad antigua, sin embargo la mayona de los avances en el 
conocimiento de su epidennobgia, prevencion, patogénesis y tratamiento se han 
realizado en los ultimos años La expectativa de erradicacion global dentro de los 
proximos 50 años es tecnológicamente posible pero la implementación de su vacunación 
a nivel mundial requerirá significativamente más tiempo para superar las barreras 
sociales y economicas existentes Se tiene un optimismo razonable para que la infec,cion 
por el VHB sea erradicada, pero existen mas de 300 millones de portadores a nivel 
mundial que están en nesgo de monr por falla hepática o carcinoma hepatocelular y los 
nuevos casos de infeccion por VHB continuarán aumentando por muchos años mas 
Estas consideraciones indican que la infección por VH13 no puede ser considerada como 
un problema de salud del pasado 
La prevención de ésta enfermedad transmitida por transfusión es uno de los objetivos 
primordiales de la práctica actual en la medicina transfusional Para cumplir con ese 
objetivo se realizan pruebas de tarruzaje para antigenos y anticuerpos especificos del 
VHB 
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Este trabajo mterita evaluar la importancia de la determinacion de otros marcadores 
serológicos como el ann HBe ant; HBs HBeAg y del ADN pro viral en muestras de 
suero de donantes arta HBc ponnvos de la Republica de Panama 
Para este estudio se eligieron 6 Bancos de Sangre de acuerdo a las seroprevalencias de 
unidades anti HBc positivas que presentaban en la estachstica del año 2003 
Esta investigacion suministrara mformación reciente sobre el nesgo de transmtsion del 
VHB en una donación y permitira al SVE dar seguimiento educación y tratamiento a los 
donantes detectados como portadores controlando asi las donaciones a futuro 
Los métodos y procedimientos para la obtencion de los resultados seran los que indiquen 
las pruebas comerciales Para realizar la detección del ADN VHB en suero se 
estandarizara una PCR anidada con dos juegos de pnmers o cebadores Adicionalmente 
se determinara la carga viral en diferentes muestras a fin de relacionar la presencia de 
este ADN viral con los patrones serológicos obtenidos previamente 
• Planteamiento del problema 
Los Bancos de Sangre de la Republica de %lama realizan la determinación de anti Iffic 
como prueba para seleccionar las unidades de sangre que van a ser donadas Aquellas que 
resultan positivas son descartadas y las muestras de suero de esos donantes son enviadas 
al ICGES LCRSP para su confirmación Esta pérdida de unidades representa un elevado 
costo para el estado ya que cada unidad de sangre tiene un valor de $5800 en hospitales 
publicos y aproximadamente $20000 en el area pnvada. Esta determinacion al resultar 
positiva en los donantes puede tener cuatro Interpretaciones establecidas por el CDC 
(Ver Tabla 5) una de ellas plantea la posibilidad que se trate de una infeccion por VIIB 
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en el pasado por ello es importante determinar otros marcadores serologicos y la 
presencia de ADN pro viral particularmente si el marcador del antígeno de superficie 
(HBsAg) esta negativo como ocurre en la mayona de los donantes ya que podnan ser 
portadores asintomaticos transmisores del VHB 
Actualmente solo un grupo de donantes son reportados al SVE para seguimiento medico 
los agudos o HBsAg positivos Aquellos anu HBc positivos no son reportados debido a 
las dificultades para darles seguimiento En el ICGES LCRSP se reciben 
aproximadamente 100 sueros de donantes antr HBc positivos de los Bancos de Sangre a 
nivel nacional por mes (Articulo # 17 Capitulo II, De la Garante de Calidad y 
Biosegundad Reglamento de los Bancos de Sangre serologia que resulte positiva 
debe ser confirmada en el Labomtono Central de Referencia ) 
La seroprevalencia de donantes anti HBc positivos ha sido la seroprevalencia mas alta de 
todos los agentes infecciosos que se realizan en los Bancos de Sangre desde que se 
inicio su determinacion en el año 2000 Si a estos donantes se les realizaran como parte 
del algontmo de tammaje otros marcadores como el ardí HBe o el ann IlBs y resultaran 
positivos con otros marcadores negativos se podna decir con mayor segundad que este 
donante tuvo contacto con el virus pero es un donante de buen pronóstico e inmunizado 
respectivamente El donante anti Hlkore positivo debe considerarse como un portador de 
virus potencialmente infeccioso y con un nesgo elevado de desarrollar una patologm 
hepatica, si no se conocen otros marcadores La negatividad del anti IlBs y el anti HBe 
indicara al medico que el donante debe recibir seguimiento y vacunación 
Este trabajo intenta evaluar la importancia que tiene la determinación de otros 
marcadores serológicos no tradicionales y la presencia del virus en las donaciones de 
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sangre y la necesidad de dar seguimiento epidemiológico a estos casos contribuyendo 
así con la disminución de la transmisión del VHB 
• Justificación 
Durante los %l'untos años se ha notado un incremento en el numero de donantes positivos 
por ami HBc lo que repercute en un problema de salud pubhca debido a que se 
disminuye el numero de unidades "viables para la transfusión y encarece el costo de la 
donación Pese a ese comportamiento no se ha determinado la seroprevalenma de 
donantes portadores del VHB entre los anti H73c positivos de la población panameña. 
Por ello este estudio pretende hacer un muestreo en seis Bancos de Sangre de la 
Republica, a fin de generar información que sirva de apoyo al SVE en cuanto al 
numero de donantes que son ant HBc positivos y que además presentan otros 
marcadora serológicos y la presencia de ADN 'VH13 
Los resultados obtenidos en este estudio permitirán mejorar tanto el algontino existente 
en el ICGES LCRSP para determinar la hepatitis B en donantes y pacientes como el 
conocimiento de los portadores asmtománcos su seguimiento médico y educación 
El seguimiento por parte del SVE debe contemplar la inclusión de estos donantes en el 
grupo de 'Donantes Diferidos Permanentes ya que controlará que no sigan donando en 
ningun Banco de Sangre del país 
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OBJETIVO GENERAL, 
• Demostrar la importancia de la detección de portadores del VHB mediante la 
deternunacion de marcadores serologicos no runnanos y su correlation con la 
presencia de ADN VHB en una muestra de donantes anti HB core positivos de 
seis Bancos de Sangre de la Republica de Panarna 
OBJETIVOS ESPECIFICOS  
• Realizar pruebas serológicas no rutmanas para la determinación de la condición 
de portador y niveles de inmunidad frente al VHB en los donantes 
• Mejorar en donantes el algontmo existente para el tanuzaje serológico de VHB 
• Detectar portadores asintomáticos del VHB mediante la detección del ADN VHB 
en los donantes anti HBcore positivos 
• Determinar en la población de donantes encuestados el numero de inmunizados 
con la vacuna de VHE mediante la información obtenida a través del Formulario 
de Recoleccion de Datos 
• Correlacionar los resultados de los marcadores serologicos evaluados con la 
información epidemiológica de los donantes incorporados al estudio 
• Correlacionar estos marcadores serológicos con la presencia de ADN de VHB y 
carga viral de ADN de VHB circulante 
CAPITULO I 
GENERALIDADES 
A VIRUS DE LA HEPATITIS B 
kl Antecedentes Históricos  
La histona del descubrimiento del virus de Hepatitis B es reciente comienza en 1957 en 
la Universidad de Oxford cuando Anthony Allison y Baruch S Blumberg observan 
diferencias comunes heredadas en proteinas séncas humanas y animales las variantes 
polimorficas en las proteinas se evidenciaban con pequeñas diferencias de movilidad en 
la recién inventada electroforesis en gel de almidon Estudiaron la distnbucion de las 
variantes polimorficas y descubrieron muchas que eran desconocidas 
En 1960 razonaron que al haber mucho polimorfismo en las protemas séncas algunos 
podian ser antigénicos y los pacientes que reciblan muchas transfusiones podan 
desarrollar anticuerpos contra estas vanantes pronto encontraron un anticuerpo en un 
paciente pobtransfundido que reaccionaba con el suero de algunos individuos pero no 
con otros Esto se explico como una simple herencia autosónuca dominante 
consecuencia de un polimorfismo geneuco de las lipoprotemas de baja densidad del 
suero Esta hipótesis fue sustentada y trajo como consecuencia hallazgos valiosos Los 
colegas siguieron buscando anticuerpos adicionales en pacientes transfundidos y en 
1963 los doctores Harvey Alter Sam Visnich y Blumberg encontraron un anticuerpo en 
un paciente hemofilico transfundido que era diferente a un polimorfismo de lipoproteina 
de baja densidad Como inicialmente reaccionó con un antigeno que se encontraba en el 
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suero de un Australiano lo nombraron anngeno Australia (A10" Observaron que el 
antgeno era raro en la población normal de Estados Unidos pero c,omun en pacientes 
con leucemia y tambien en poblaciones de Asia y Africa, asi que presumieron que pocha 
ser comun en pacientes con nesgo de desarrollar leucemia Siguiendo estos pacientes a 
traves del tiempo se encontro que uno de ellos inicialmente negativo desarrolló despues 
el Au de forma coincidente con la apanción de una hepatitis Esta observación genera la 
hipótesis de que puede estar relacionado con la hepatitis cluuca y estudios posteriores 
mostraron que era parte de un virus de hepatitis Su posterior aislamiento microscopia 
electronica, transmisión y otros estudios eran consistentes con la hipotesis El virus 
completo fue luego identificado por microscopia electrónica por Dane y colaboradores 
Ya desde 1908 Mc Donald propuso que un virus podna estar implicado en la causa de la 
enfermedad hepática Me Cullum en 1947 propuso la existencia de dos diferentes virus 
el de la Hepatitis A, transmitido por via fecal-oral y el de la hepatitis B por sangre 
(Blumberg B 2002) 
La mmunologia y otras caractensticas de estos virus fiieron investigadas por Knigman 
Sherlock, Pruice y otros Parecia que el virus asociado con el antigeno australiano era el 
más similar al previamente presumido como el virus de hepatitis El y desde 1970 se le 
conoce con ese nombre Ademas del virus completo la sangre de los portadores del virus 
de Hepatitis B (118V) contiene cantidades de paruculas 'hechas del anugeno de 
superficie del VI1B Irving Milan y Blumberg reconocieron que una vacuna podna ser 
producida mediante la extracción de estas particulas Se hicieron los estudios 
experimentales apropiados se obtuvo la patente y en 1975 una corripaftur farmacéutica 
(Merck) se licencio para desarrollar y producir la vacuna A inicios de los ochentas fue 
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aprobada por la FDA Posteriormente la vacuna se confecciono por un método 
recombinante Hoy dut hay programas de vacunación en más de 100 paises y la vacuna 
para VHB esta entre las mas utilizadas en el mundo Los resultados de su uso han sido 
impresionantes Estudios han mostrado una dramatica calda en la incidencia de 
portadores en los grupos cubiertos por la vacuna Por ejemplo en Taiwán la prevalencia 
de portadores en el grupo de 1 2 años de edad cayo de un 107% en 1984 (antes del 
programa) a 1 5% en 1989 (despues del programa) en Japón la prevalencia cayo de 3% a 
aproximadamente 03% 
El descubrimiento del virus y los metodos para su detección que resultaron de las 
investigaciones realizadas por Blumberg y sus colaboradores permitieron la evaluacion 
de la sangre donada para la detecaon de portadores ocultos del VHB A finales de los 
setentas se desarrollaron pruebas sensibles y a partir de ello la sangre de los donantes ha 
sido evaluada rutinariamente en la rnayona de los paises industrializados (Blumberg B 
2002) Además ya desde 1976 comenzaban las publicaciones acerca de la detecaon de 
los anticuerpos contra el antigeno core del VHB en diferentes grupos de población bajo 
(donantes voluntarios de sangre) intermedio (pacientes de cluuca por otras 
enfermedades) alto (contacto familiar de portadores crónicos del antgeno) y muy alto 
(Homosexuales masculinos) nesgo de exposición al VHB (Szumuness W 1976) 
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A 2 ESTRUCTURA MOLECULAR DEL VOIR  
A 2 1 La Familia hepadnaviridae  
EL VHB pertenece a la familia hepadnavindae 	 Los hepadnavirus infectan 
preferentemente hepatocitos aunque se han detectado pequeñas cantidades de ADN vital 
en nfion pancreas y en células mononucleares (Dejean et al 1984 loar et al 1985) 
Los virus animales similares al VHB humano han sido aislados a partir de roedores y 
aves el virus de la marmota (WHV) (Sununers et al 1978) de la ardilla (GSHV) 
(Manon et al 1980) del pato pequinés (DHBV) (Mason et al 1980) y el de la garza real 
(HHBV) (Sprengel et al 1988) Todos estos virus tienen un tropismo dirigido hacia las 
celulas hepaticas y un hospedero especifico Respecto a este tropismo hepático directo 
hay dos hipótesis propuestas a esta restricción I El o los receptores para los virus 
unicarnente estan presentes en la superficie de los hepatocitos de especies sensibles y 2 
Existe un bloqueo del CICIO vital en los tejidos no hepatocmcos El espectro del 
hospedero estricto de los hepadnavirus está a favor de la pnmera hipótesis Sin embargo 
como ya se menciono se ha demostrado que el VI-LB puede fijarse y entrar en células no 
hepáticas (Neurath et al 1990 Peeples et al 1987) Esto sugiere que el bloqueo podna 
estar situado en una etapa intracelular y emana unido a la especificidad hepática de los 
promotores virales (Oquendo J et al) Los virus de esta familia comparten una estructura 
del vmon comun y una organización genónuca similar y todos pueden provocar 
hepatitis aguda y cromca de acuerdo a sus hospederos naturales (Summers 1981) La 
infeccion por el WHV y el GSHV esta directamente asociada al desarrollo de carcinoma 
hepatocelular (HCC) en la marmota y la ardilla (Manon et al 1986) Las similitudes 
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biológicas y patogénicas de los hepadnavirus permiten utilizar los animales infectados 
como modelos para estudiar las enfermedades provocadas por el VID3 en el hombre 
A.2 2 Estructura y Genoma del VHB  
El genoma del VHB tiene una organización muy peculiar está constituido por un ADN 
circular de doble cadena mcompleta, de aproximadamente 3,200 nucleótidos (3 2 kb) que 
codifica para diferentes protemas de cada uno de sus cuatro marcos de lectura abiertos 
(ORF open reading frame) En general el ADN está encerrado en una nucleocápside, 
formada por el pohpépudo antígeno core pohmenzado codificado en el ORF C la 
nucleocápside está rodeada por una envoltura esfénca formada por el antígeno de 
superficie (HBsAg) codificado en el ORF S Al vinón completo se le conoce como 
Partícula de Dane Ver Figura 1 
Rbskt 
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DM doble cadena 
IXIIA cadena simple 
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IlbeAg) 
Figura 1 Estructura del ‘ HE 
 
Ftg 1 	 El vinón completo también llamado partícula de Dane, tiene un diámetro 
aproximado de 42 nm Se compone de una envoltura o cubierta formada por protemas 
sintetizadas por el genoma vital (antígenos de superficie) y moléculas lipídicas denvadas 
del huésped, y una partícula central o conr compuesta por las proteínas de la 
nucleocápside el genorna vital y un completo polunerasa. (http / imagesgoogle com) 
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Adicional a las protemas core y de superficie el genoma del VHB codifica una ADN 
polimerasa que también actua como transcnptasa reversa, involucrada en la replicamon 
vial codificada en el ORF P El ORF X codifica el antigeno X del VHB el cual es una 
protema trans-activadora que estimula la expresión de genes y la rephcación La cadena í 
larga del ADN denominada L (— ) nene un tamaño de aproximadamente 3 2 kb con los 
extremos 5 y 3 fijos formando un circulo casi continuo 
La cadena corta, o S (+) tiene una longitud variable (1700 2800 nucleotidos) pudiendo 
ser hasta un 50% más corta que la L ( — ) con un extremo 5 fijo y un extremo 3 libre y 
variable La tau guanina + clama es de 48% La estructura circular del genoma esta 
asegurada por las regiones de cohesión (220 nucleondos) situados en los externos 5 de 
cada cadena En esta region existe una secuencia de 11 nucleótdos que se repite 
directamente en el otro extremo de la región de cohesión Estas secuencias repetidas 
denominadas DR1 para la situada en la cadena L ( —) y DR2 para S (+) se encuentran 
implicadas en la replicacion e integración del genoma del virus en los hepatocitos Ver 
Figura 2 
La organizamon del genoma de los hepadnavirus es bien compacta Los cuatro marcos de 
lectura en la cadena ( ) cubren la totalidad del genoma Más del 50% del genoma es leido 
en dos fases diferentes No existen evidencias de la presencia de protemas codificadas por 
la cadena (+) 
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Fq3.2 Diagrama del genoma del VHB como existe en las partículas vueles la cadena 
larga presenta una abertura en un sitio único ( caca de DR1) mientras que la cadena corta tiene un 
extremo único 5 (en DR2) y un externo variable colocado 3 el cual es completado por la 
actividad endógena de la pohmerasa de ADN La cadena larga tiene 4 marcos traslapados de 
lectura, que codifican pohpépticlos como el HBsAg (gen S) 1113cItg y HBeAg (gen C) HBxAg 
(región X) y la pohmerasa del virus (región P) Los 21 KB de RNA codifican polipéplados 
importantes de HBsAg mientras que los 35 KB termmal redundante de RNA codifican el FtNA 
pregenómico y las otras proteínas vutles La mayor parte de la integración ocurre ai DR1 con el 
templado integrado conteniendo la mayoría o todas las secuencias de la región X, y en muchos 
casos también las secuencias de los genes S y preS/S (Fatelson Ni Journal of Cellular 
Physiology 1999) 
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A 2 3 Transcnpción y Produccion de Antigenos Proteicos  
Tres genes S core (C) y pol (P) codifican protemas que son componentes esenciales 
para el ensamblaje vital y la replicacion mientras que el gen o region X parece jugar un 
papel importante en la modulacion de la respuesta del huésped ante la infección La 
transcripción del genoma del VHB resulta en 4 RNAs de distinto tamaño (3 5 24 2 I y 
07 kb) que se sobreponen (over lappmg) de forma extensiva e importante entre los 
distintos ORF incrementando su capacidad codificante Estos originan las siguientes 
protemas 1) del RNA de 3 5 kb denvan la polimerasa, el core y el pre—core este mismo 
RNA sirve de templado para la transcripción reversa que ongmará una cadena de ADN 
de polaridad negativa 2) del RNA de 24 y 2 1 kb derivan las protemas de envoltura y 3) 
del RNA de 0 7 kb deriva la proteina X 
Una caractenstica importante de algunos de estos genes es que contienen diversos 
codones de uuclacion de la traducaon que dan lugar a protemas funcionalmente 
diferentes A conunuacion se ampliarán las caractensticas de las regiones que conforman 
el genoma vital y sus respectivos genes 
A 23 1Región de los genes Pre-S1. Pre-S2 v S  
El gen S codifica para la proteuna pequeña de superficie SHBS del 11/3sAg de unos 25 
KDa que representa el componente mayontano en las envolturas vacas del virus El gen 
Pre-S2 codifica la protema mediana MHBS del HBsAg (Gp 33 / 36) la cual juega un 
papel importante en la unión del virus al receptor hepático siendo un buen marcador de 
la replicación del virus y por tanto del diagnostico y pronóstico de la infección Es una 
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protema muy mmunogena, creando una respuesta de anticuerpos neutralizantes capaces 
de inhibir la unión del virus al hepatorato 
El gen Pre — Si codifica la promma mayor LHBS del HBsAg (p 39 / Gp 42) Todos estos 
genes (S,Pre-S2 Pre-S1) se encuentran en la misma región o marco de lectura y 
dependiendo del lugar de inicio de la traducción se producirán éstas protetnas de distinto 
peso molecular Este marco de lectura se sobrepone con la región P que a su vez se 
sobreponen parcialmente con la region X y al gen C Pre C 
A 2 3 2 Retion del C. Pre C  
Responsable de la formación del antigeno C (HBc Ag) de la nucleocapside virica o core 
cuyo tamaño molecular es de 22 Wa, este antigeno proteico queda unido al reticulo 
endoplasmático del hepatocrto sin ser secretado a la sangre La trascnpcion de las 
regiones de los genes Pre C y C codifica la síntesis del HBeAg de 15 IcDa, 
ongmandose en un pnmer paso un péptido precursor de unos 25 IcDa, que por la accton 
de proteasas celulares se escinde para dar la proteum HBeAg que penetra en el reticulo 
endoplasmático celular y es secretado a la sangre Este HBeAg es sintetizado al mismo 
tiempo que el HBcAg Ambos antigenos son indicativos de replicacion vital 
A 2 3 3 Region del gen P 
Codifica la polimerasa de ADN del virus enzima básica de 92 kna, situada en el mtenor 
de la nucleocápside con actividad de pohmerasa dependiente de ARN y ADN 
La ADN pohmemsa del VHB presenta en sus secuencias de ammoacidos una 
homologia parcial con la transcriptasa inversa de vanos retrotnrus oncogenos y está 
implicada en los mecanismos de transcnpción inversa del VH13 y de encapsidacran del 
ARN pre — genómico 
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A 2 3 4 Region del gen X.  
Codifica una protema x (HBxAg) de 145 ammoácidos que contiene el promotor del gen 
C La funcion de esta protema no es bien conocida, sin embargo se sabe que interviene en 
la regulacion de la expresion del genoma del VHB y por tanto regula los mecanismos de 
transcnpcion y replicación del virus El peptido x (HE1xAg) es inmunógeno y se detectan 
anticuerpos frente al mismo en pacientes con hepatitis aguda croma o carcinoma 
hepatocelular aun en ausencia de otros marcadores de infeccion por VHB También se 
piensa que altera la expresión de genes del huésped lo que es importante para la 
patogeriesis de la enfermedad cromos hepática (CID) y el desarrollo de carcinoma 
hepatocelular asociado a VHB (HCC) 
A2 4 Antigenos Proteicos del VHB  
A 24 1 Antigeno de superficie  (HBsAg) 
Se produce y se encuentra en el citoplasma del hepatocno y en sangre durante el penodo 
de incubacion la fase aguda de la enfermedad y en el estadio cronico En portadores 
altamente viremicos se ha observado que contiene una mayor cantidad de protema 
mediana (Gp 33 / 36) y mayor (p 39 / Gp 42) del HBsAg que en los individuos 
escasamente vil-cm:ces Los polipepticlos del HBsAg contienen uno o más receptores para 
la infeccion codificados por el virus Tambien tiene el determinante neutralizante "a" el 
cual ha sido explotado en el desarrollo de una vacuna eficaz para VHB 
Existen subupos de anugeno de superfiae, todos poseen el determinante antigénico "a", 
pero existen otros dos grupos de determinantes asociados al a y mutuamente 
excluyentes el grupo d /y y el grupo w/r ongmando los 4 subtipos clásicos del HBsAg 
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adw adr ayw ayr Se ha descrito la heterogeneidad del determinante antigenico w 
idennficandose diez distintos subtipos del HBsAg 
A 24 2  Antigeno de la capside (1fficAg) 
Este polipeptido propio de la nucleocapside se sintetiza en el nucleo de la célula hepática 
y no es posible hallarlo aisladamente en el suero del enfermo sino formando parte de la 
partícula de Dan Su poder inmunogeno induce la producción de anticuerpos de las 
clases IgM e IgG en la infección aguda y croma por VHB respectivamente 
El HBcAg se polimenza para formar la nucleocápside del virus (Fenelson M 1999) La 
replicación del virus ocurre dentro de las paruculas HBcAg (Feitelson M, 1999) 
A 243  Mugen° e (HBeAg) 
Detectable en el suero en la fase aguda de la infección por el VHB y en algunas formas 
cromas con actividad de replicacion vínca Es un marcador de afectividad y replicación 
que debe manejarse conjuntamente con los anticuerpos ami — HBe y la detecaon del 
ADN vial 
El HBeAg es esencial en el establecimiento de una infección persistente y en neonatos 
infectados por la madre durante el parto induce tolerancia al VHB por ser 
transplacentano 
A2 44  Antigeno x (HElicAg) 
Ha sido caracterizado como una protema trans-activadora promiscua en ensayos de gen 
reportero (Rossner 1992) algunos estudios han revelado que puede alterar patrones de 
expresión de genes umendose a factores de transcnpción en el nucleo del hepatocito y 
altera la actividad de muchas vias de traducción en el citoplasma Actualmente es sujeto 
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de estudio debido a su relacion con el desarrollo del carcinoma hepatocelular Véase 
C 3 2 y Fig 8 
£3 REPLICACIÓN DEL MB  
A3 1 Union del VHB al Hepatocito  
Los numerosos trabajos sobre los receptores hepatociticos y el VHB han permitido 
identificar las proteums que pudieran mteraccionar con las paraculas vuales y jugar un 
rol en los mecanismos de penetración del virus Estas proteinas candidatas receptores son 
una glicoprotema de membrana de 35 KDa (Feta et al 1992) la interluquina 6 (IL-6) 
(Neurath eta! 1992) la apolipoprotema H (Medi et al 1994) la elido," 11 (Hertogs et 
al 1993 Hertogs et al 1994) y una glicoprotema circulante de 50 KDa (Budkowska et 
al 1993) Una glicoprotema de membrana de 180 KDa ha sido igualmente identificada 
en el caso del virus de hepatitis del pato pequines (DHBV) (Kuroki et al 1994) 
Concerniente al virus mismo parece que el dominio preS1 del VHB humano en posición 
21-47 (Neurath et al 1986) y el dominio preS del DHBV en posición 43 121 (Ishikawa 
et al 1992) están directamente implicadas en la fijación de la célula huésped 
El ciclo de replicación del VHB y los virus relacionados es inusual se replican por la 
transcnpcion reversa de un RNA intermedio La replicacion comienza con la unión del 
vinon a la membrana del hepatocito a través de la protema pre-S1 aunque los 
mecanismos de este proceso no se conocen con exactitud. A contumacion la envoltura 
del vinon se fusiona con la membrana celular del hepatocito y la nucle,ocapside (core) se 
libera dentro del citoplasma, dirigiéndose hacia el nucleo Dentro del nucleo del 
hepatocito se completa la sintesis del ADN viml de tal forma que el genoma del VHB se 
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convierte en un ADN circular cerrado por uniones covalente; (cccADN) que sirve como 
base para la transcnpaón del RNA vital Ver Figura 3 
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Feg.3 Ciclo de Replicado% del VHB En el nucleo del hepatoato el genoma vital 
es convertido en ADN circular cerrado covaleatemente (cccADN) Este cccADN es el 
templado para el RNA mensajero (mRNA) el cual transcribe proteínas vueles, así como 
también RNA pre-genómico que se transcnbe reverso hacia ADN VHB de nuevos 
vinones Sm la transa:pasa reversa (ADN pobmerasa), los nuevos vunones no pueden 
producirse y se denme la replicación El gen core también produce un pépudo circulante, 
el "antígeno e que se asocia a altas tasas de replicación vital (Lm K et al 2004) 
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El cccADN es muy estable parece tener una vida media muy larga y es muy resistente a 
la terapia antnnml lo cual explicarla la dificultad para eliminar por completo el 'VHB 
durante el tratamiento en cromos 
Posteriormente se transporta todo el RNA viral al citoplasma donde se traduce en 
diferentes proteinas del VHB A conttnuacion las protemas de la nucleocapside se 
ensamblan en el citoplasma, encerrando en su intenor una particula de RNA 
intermediario (pre-genomico) y el complejo de la pohmerasa El RNA pre genómieo es la 
tunca particula de RNA del VHB que se encapsula 
El siguiente paso es la transcnpcion inversa del matenal genetico A partir del RNA 
intermediario o pre genomico se sintetiza una nueva cadena de ADN vira' a la que 
despues se añadira otra hebra para formar un ADN bicatenano tncompleto ya que la 
solteras de la segunda cadena no llega hasta el final Una vez completado el proceso esta 
nueva particula viral (core) puede volver a entrar en el nucleo para formar mas cccADN 
o por el contrario se acerca a la membrana citoplasmatica donde adquiere las protemas 
de la envoltura antes de ser secretada fuera de la celula 
k3 2 Las Particulas Virales Sencas.  
En el hepatorato y suero de un individuo infectado por el VHB pueden estar presentes 
tres tipos pnncipales de particulas vitales por microscopla electrónica (T'oláis et al 
1985) 
1 La particula de Dane o ~én (Dane et al 1970) la cual se presenta como una particuLs 
esférica de 42 nm de diámetro que cuenta con una 'mapa lipichea de origen celular 
portadora del HBsAg 
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2 La proteína mayor de la nucleocápside el HBcAg no está libre en el suero pero si 
dentro del citoplasma yen el nucleo de los hepatocitos (Gudat y Bianchi, 1977) 
3 El HBeAg, detectable en el suero (Magnms y Espnuuic, 1972 Talcahash, et al 
1980) 
Existen dos tipos más de partículas en el suero estas pamculas pueden ser esféricas y 
filamentosas de 20 nrn de diámetro del mismo diámetro las filamentosas tienen 
longitud vanable pudiendo llegar a 300 nrn Véase Fig 4 Estas partículas están 
compuestas unicamente por proteínas de la envoltura del virus y por lípidos de ongen 
celular 
Durante la infección por el VHB las partículas vueles están presentes en grandes 
cantidades en el suero La presencia del vmón en la sangre indica que el virus esta en 
replicación activa y que el paciente está infectado Las partículas "vacías no infecciosas 
son producidas en grandes cantidades (50 300 ug del HISsAg/m1) Las razones de esta 
inmensa producción no son conocidas todavía Una hipótesis sugiere que las partículas 
vacas pudieran absorber los anticuerpos neutralizantes de los antígenos de superficie del 
virus y permitir así a los nones escapar de la defensa del hospedero (Ganem, 1991) 
Fqi 4 Microfotografia Electrónica de las partículas nrales 
Obsérvese las diferentes formas y tamaños http unages/google com 
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A.4 LAWAIMIPIL_WL 
El VHB presenta una tasa de vanabilidad genomica relativamente alta (10% de su 
secuencia nucleouchca) La tasa de mutaciones de los genomas de VHB está estimada de 
i0 5 a 104 sustituciones de nucleótulos por sitio por ano Esto puede deberse a la falta de 
un mecanismo de correcaon (proofreading) de la pohmerasa vital durante la 
transcnpcion reversa La falta de corrección de errores durante la replicamén asi como 
la presion selectiva por la variación causada por el mecanismo de vigilancia del sistema 
inmune del huésped puede explicar el ongen de algunas mutaciones La tasa de 
mutaciones durante la replicación viral podna ser mas alta, pero la caractenstica 
compacta del genoma restringe la ocurrencia natural de mutaciones Como los ORF estan 
sobrepuestos si ocurre una mutamon dentro de un ORF que produzca un virus mas 
patogénico se pueden generar mutaciones concurrentes en el ORF sobrepuesto pero se 
disminuye la probabilidad de producir una vanante viable Los anticuerpos ami Has 
después de su mduccion por la vacunación reconocen el determinante a altamente 
anngenico y neutralizan el HBsAg Sin embargo después de la vacunación se ha 
reportado la co-existencia de HBsAg y anti Hfls que es una evidencia de mutantes de 
VHB 
Estas mutantes pueden replicarse de forma independiente y se encuentran al azar en 
algunas poblaciones asmtomaticas El pnmer caso con presencia de IlBsAg y ami FIBs 
fue reportado en Italia en el suero de un paciente previamente inyectado con HBIG 
(inmunoglobulina de VHB) y la vacuna de VHB Se observo que el HBsAg de la vacuna 
contenta una mutacion Gly bu por Mg 145 (sustitución del aminoácido glicina por 
arginina en la posición 145) Postenor a este hallazgo se han reportado transmisiones 
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verticales y horizontales de mutantes de HBsAg y algunas de ellas se han encontrado 
responsables de daños severos al hígado (Chen N et al 2002) Se han descrito 
mutaciones en todas las regiones del genoma del VHB que afectan tanto a la evolución 
clínica de la infección por VHB como a su respuesta terapéutica, sino que tienen 
importantes desde el punto de vista diagnóstico (patrones serológicos 
atípicos) preventivo (reformulación de la vacuna) y epidemiológico (transmisión vertical 
/ horizontal de las variantes) En forma general podríamos describir las variantes del 
VHB de la siguiente manera 
k4 1 Variantes defectuosas Pre — C  
aman et al (1989) comunicaron el hallazgo de cepas de VHB que presentaban una 
mutación puntual (codón 1896) en la región Pre-C del genoma que impide la 
transcnpción de las secuencias Pre- CyC y la síntesis de antígeno HBe Estudios 
posteriores demuestran que la mutación Pm- C no es selectiva en cuanto al lugar pueden 
presentarse mutaciones en distintos codcmes de la secuencia Pre C con las mismas 
Además estas variantes se generan por selección mmunológica en el 
individuo infectado Este tipo de variantes se detecta con frecuencia en los pacientes con 
hepatitis B crónica activa resistente al tratamiento con interferón con anticuerpos ant 
HBe y bajos niveles de ADN vínco circulante También se asocia a carcinoma 
hepatocelular y hepatitis fulminante 
A.4 2 Variantes defectuosas a (de envoltura o escape)  
Son cepas del VHB incapaces de expresar el determinante antigénico comun "a" del 
HBsAg escapando a la respuesta inmune inducida por la vacuna del VHB Presentan una 
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mutacion en el gen S que se traduce en cambios en los aminoácidos de la protema de 
superficie (HBsAg) que a su vez origina una alteración de los epitopos 
innumodommantes del determinante a que impide su reconocimiento con anticuerpos 
monoclonales especificos Se han descrito variantes de escape por mutaciones en los 
codones 126 129 133 141 y 145 del gen del HEsAg con fracaso de la 
mmunoprofilaxis en reaen nacidos de madres portadoras de HEsAg 
Es posible no diagnosticar la infeccion por variantes de escape del VHS cuando se 
utilizan metodos de diagnóstico serológico basados exclusivamente en anticuerpos 
monoclonales frente al determinante a del HEsAg Además la posibilidad de transmision 
parenteral / sexual de estas variantes defectuosas implica una reformulación de la vacuna 
que incluye el HBsAg recombinante mutado 
A 4 3  Mutaciones en el gen X 
Generalmente localizadas en los codones 130 y 131 de dicho gen, y con frecuencia 
asociadas a mutaciones en la región promotora del core La mfección por cepas VHB con 
mutaciones en el gen X cursa con ausencia de marcadores serológicos de infección por 
VHB se asocia, con frecuencia a carcinoma hepatocelular y hepatitis fulnunante El 
diagnostico requiere siempre técnicas de amplificacion genomica de dicho gen (PCR) 
A 4 4 VIIB tipo 2  
Se caractenza desde el punto de vista serológico por reactividad aislada al HEsAg sin 
seroconversion ara: Iffic y ausencia de HBeAg Transitoriamente pueden detectarse 
anticuerpos anu HBs con niveles bajos de HBsAg y ADN vinco El diagnostico de la 
infecaon por VI-1B tipo 2 implica incrementar la sensibilidad de los métodos de 
detección actual del HEsAg, mediante ensayos que introduzcan anticuerpos policlonales 
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y monoclonales especificos de la región Pre S 2 de subnpo d o mediante técnicas de 
PCR del gen S El ongen del tipo 2 del VHB parece estar relacionado con la apancién de 
mutaciones en el gen X (regulador de la replicación) que ocasiona que el virus se rephque 
y exprese de forma insuficiente siendo incapaz de estimular una respuesta infle 
adecuada. 
A4 5 I 	 nYwatsfasmssatesgmlatiakkiosiete.as._~.412 
Subtrao.  
Se originan por mutaciones en el gen S del VHI3 Se han descrito dos situaciones a) 
coexistencia de determinantes antgénicos mutuamente excluyente:: en el suero de un 
mismo paciente (comfcera& o reinfección por cepas VHB de distinto subtrao) y b) 
ausencia de expresión de los determinantes de subtrao (Alcaraz M.J ) 
£5 GENOTIPOS DEL VIRUS DE REPNITTIS B  
El virus de Hepatitis B está clasificado en 8 genotipos (A 10 de acuerdo a los análisis 
filogenéncos de su secuencia genómica. Los primeros cuatro genotipos (A D) fueron 
descritos por Okamoto y colegas 1988 seis años después dos genotipos adicionales, 
(E,F) y uno de los más recientes G ha sido descrito en Francia y Estados Unidos (Kao 1 
et a1,2002) 
£51 Distribución geográfics  Su distribución geográfica es diferente Los genotipos A 
y D se muestran prevalentes en Europa y USA, mientras que los genotipos E y F se 
encuentran restringidos a África y son prevalentes en Centro y Surarnéncs, 
respectivamente" Hay cuatro diferentes recombinantes (AJD B/C Ba, Si)  cada uno de 
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estos recombmantes está asociado con una endemicidad geográfica diferente (Kao J et 
al 2002) 
Los genotipos B y C han sido reportados como comunes en el este de Asia. En Japón los 
genotipos B y C se reportaron en 12 % y 85% respectivamente en pacientes con 
enfermedades hepáticas crónicas (Iman:tura T et al 2003) 
Recientemente el genotipo B ha sido subclasificado en 2 subtipos nombrados Bi 
(subnpo encontrado exclusivamente en Japón) y Da (encontrado pnncipalmente en el 
resto de Asia) El subtipo Da emerge como resultado de la recombinación de las regiones 
core y pre core del genotipo C con el onguiar genotipo B el subtpo Bj (Yuen et 
al 2004) 
En un estudio realizado por Masaharu T et al se clasificó una cepa encontrada en 
Mongolia dentro del genotipo F y21 cepas restantes se agruparon dentro del genotipo D 
concordando con hallazgos de autores como Alesting et al en donde nueve cepas de 
VRB de Mongolia estudiadas fueron del genotipo D El hallazgo de cepas de genotipo D 
circulando en Mongolia refleja el contacto cercano económico y cultural con el Este de 
Europa y el área mediterránea donde prevalece este genotipo el genotipo F sigue siendo 
raro en países asiáticos (Talcahashi et al 2004) 
432 Relación del genotipo del VHB con la sevendad de la enfermedad 
Existen estudios realizados para observar si existe o no relación entre el genotipo del 
VI-D3 y el grado de sevendad de la enfermedad Pnncipalmente existen referencias 
comparativas entre el genotipo B y el genotipo C prevalentes en el este de Asia 
En el Sureste de Asia se sugiere que el genotipo C del VHB está asociado con una mayor 
prevalencia del antígeno e de la Hepatitis 5 hepatitis más activa (Chan R et al 2002 
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Kao J H et al 2002 Lindh M. et al Lok, AS F et al 1987) enfermedad hepatica mas 
avanzada (Kao 1 et al 2000 Lee C M et al 2002) y alta prevalencia de carcinoma 
hepático celular (Fujie,H. et al 2001 Lee C M et al 2002 Tsubota, A et al 2001) que 
en el genotipo B 14 
El significado de los genotipos del VHB en ternarios de consecuencias dirimas y 
respuesta terapeutica a la terapia antiviral en pacientes con hepatitis B crónica 
permanecian desconocidos hasta hace poco Actualmente muchos estudios sugieren que 
la terapia con interferón alfa para hepatitis B croruca presenta una respuesta baja, si la 
enfermedad hepática está relacionada con el genotipo C Además otros estudios han 
mostrado que los pacientes con genotipo B tienen una mayor probabilidad de 
seroconversión del antigeno e que los pacientes con genotipo C (Chu C J et al 2002 
Sumi H et al 2003 Yuen M F et al 2002) y en estudios previos se observó que los 
pacientes con genotipo B tienen una seroconversion hacia el anti HBe nueve veces más 
temprana que aquellos con genotipo C (Yuen, M F et al 2003) Aun no se termina de 
definir si este fenómeno es debido a la diferencia en virulencia de los dos genotipos que 
hace que la respuesta inmune durante la fase de clarificación mmunologica sea 
comparativamente mas efe-ctiva en pacientes con el genotipo B 
Man Jung Yuen el al compararon en 180 pacientes chinos con hepatitis B croma y 
genotipos B (subtipo Ba) y C la probabilidad de seroconversión del HBeAg y 
replicacion viral antes y después de la seroconversión al HBeAg Los pacientes HBcAg 
positivos con subtipo Ba resultaron con una tasa acumulativa de seroconversión del 
HBeAg mayor que en los pacientes con genotipo C (P= 0 02) Sin embargo no hubo 
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diferencia en los niveles de ADN de VHB en los dos grupos de pacientes en diferentes 
fases de la enfermedad. 
Autores como ha Homg Vao baban explorado los fenotipos chillan en 272 pacientes 
truwaneses con hepatitis B crónica infectados con los genotipos B y C con especial 
referencia a la seroconversión al HBeAg y a la frecuencia de exacerbación aguda entre 
los pacientes La prevalencia del genotipo C en pacientes con multiples episodios de 
exacerbación aguda, en quienes falló la seroconversión al HBeAg, fue significativamente 
mayor (P = 0 025) que en aquellos con seroconversión al HBeAg o negativos al H13eAg 
en el momento de la selección y sin exacerbaciones agudas Se concluyó que los 
pacientes con infección por el genotipo C tienen un fenotipo ChIlICO más agresivo que 
aquellos con genotipo B lo cual contribuye a formar grupos progresores de la 
enfermedad hepática y de pobre desenlace chnico En un estudio recientemente realizado 
en Panamá sobre el genotipo presente entre la comunidad china residente en el pais, se 
encontraron como predominantes los genotipos B y D (Ortiz A. Martmez A, 2007) 
B MODOS DE TRANSMISIÓN DEL VHB  
El VIIB es transmitido a través de sangre y otros fluidos corporales, incluyendo semen y 
salrva es 100 veces más infeccioso que el V111, y a diferencia de éste puede vivir fuera 
del cuerpo en sangre seca por más de una semana. La forma de transmisión puede variar 
dependiendo del área geográfica. En el Sureste de Asia China y África Sub-Sahara la 
infección por VHB es usualmente adquirida permataltnente o en la infancia temprana, 
llevando a una más alta prevalencia de infección crónica (5 20%) Durante el embarazo y 
en ausencia de profilaxis, el nesgo de transmisión perinatal es de 10% si la madre es 
positiva por HBsAg, pero de un 90% si la madre tiene HEleAg En paises desarrollados 
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el virus es transmitido sexualmente o a traves del uso de drogas intravenosas En 
trabajadores de la salud la exposicion ocupacional es causa importante de infeccion 
B 1 Grupos con mayor nestro de infección por VH11 
> Personas con una histona de ETS 
> Trabajadores de la salud 
> Pacientes de hemochalisis 
> Usuarios de drogas Intravenosas 
> Niños nacidos de madres infectadas con hepatitis B 
> Inmigrantes y niños de inmigrantes de áreas hiperendemicas 
> HSH 
> Personas con mas de un companero sexual en un penodo de 6 meses 
> Compañeros sexuales de personas infectadas con VHB 
> Pacientes que requieren transfusión sangumea 
B 2 Transmisión de VHB por Transfusión Saneuínea 
La incidencia de la mfeccion por VHB postransfusional ha sido reducida 
significativamente con el desarrollo de pruebas serologicas para la detecomn de HBsAg y 
ami Hl& Sin embargo es bien conocido que algunos denvados sangumeos negativos 
por HBsAg pero positivos por anti HE° son capaces de transmitir la infeccion despues 
de la transfusión o el transplante de órganos La presencia de anti HBc sin nmgun otro 
marcador serológico de VHB se encuentra frecuentemente en diferentes grupos 
poblacionales (Gutierrez C et al 2001) 
Diferentes situaciones pueden influir en este resultado 
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1 Falso positivo de anti HBc 
2 Pacientes o donantes con bajos niveles de replicación del virus dentro del hepatocito 
sin producción detectable de 1113sA8 
3 Pacientes en el penodo de ventana de la fase aguda de la infección por VHB 
4 Pacientes con perdida con de anti 1-1Bs a traves del tiempo o falla en el desarrollo de 
anticuerpos contra el antigeno después de la infección 
5 Presencia de una mutante de escape la cual no es detectada por la mayona de las 
pruebas disponibles en el mercado para IffisAg (Gutiérrez C et al 2001) 
B 2 1 Seroprevalencia de VHB en donantes de los Bancos de Sangre de la Republica de 
Panama  
Panana cuenta en la actualidad con 26 Bancos de Sangre que colectan sangre 19 de 
atencion publica y 7 de atención pnvada (datos al 2007) ver Tabla 1 y Gráfico 1 En 
Panamá comenzo la implementación mandatona de la determinación del ant HBc para 
las unidades de sangre a partir del año 2000 y a traves de estos dios se ha observado el 
numero creciente de unidades positivas por ami 1113c lo que ha disminuido el numero de 
unidades viables para transfusión La elinunacion de estas unidades representa un costo 
elevado para las instalaciones publicas que es en donde se da el mayor numero de 
donaciones En la siguiente tabla se resume el numero total de unidades donadas por año 
desde el 2003 al 2006 y el costo que representa el numero de unidades ant HBc positivas 
tomando como precio para la unidad $58 00 que es el costo que se establecio segun un 
estudio realizado en el Banco de Sangre del CHMAAM. 
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Tabla 2 Numero de Donaciones Retadas en todo el país y Numero de Unidades 
And-11:13e emotiva ner coste. % de seroorevaleeefa de Ardi HBe según atto 
Ms 
2003 2004 2005 2006 
No DE 
DONACIONES 
REALIZADAS 
46 176 44 323 42 771 45 650 
No DE 
UNIDADES 
AMI HBc 
POSITIVAS 
2 334 1 186 1 031 1 065 
Costo Aproximo 
($58 00 por 
unidad) 
$135372 $ 68 788 $59,798 $61,770 
% de 
Seroprevalencla 5.4• 27 242 2.33 
Fuente Estadistrcas de la Red Nacional de Bancos de Sangre 
*En el año 2003 hubo una mayor seroprevalencia debido al porcentaje de unidades anta 
HBc positivas en los Bancos del Hospital Rafael Hernández y José Domingo de Obaldfa, 
debido a que los donantes rechazados en un hospital por su condición de anti HBc+ iban 
al otro hospital debido a la cercania entre uno y otro Estos donantes no eran difendos por 
más de 3 meses y asistían vanas veces al año a las dos instalaciones por tanto los dos 
hospitales mostraron seroprevalencias similarmente altas en el año 2003 (Ver Tabla 2) 
Esta situación se mejoró al iniciar una comunicación entre los dos hospitales con listados 
de sus donantes anta Kik + por tanto luego eran rechazados en ambos hospitales Al año 
siguiente la seroprevalencia de anta HBc+ bajó a la mitad del porcentaje del año 2003 
Entre los 26 Bancos de Sangre de la Repubhca de Panamá, existen 6 de éstos que 
manejan un elevado numero de donantes en el plus, y por tanto la mayona de las 
unidades anta 1113c positivas En la tabla siguiente se presentan cifras del numero de 
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donantes atendidos en estas Bancos y el porcentaje de unidades ami HBc positivas desde 
el afto 2003 hasta el año 2006 Entre éstos el Banco de Sangre de Changumola, 
mantiene la más alta seroprevaiencia de unidades ann HBc+ positivas del país (el 
promedio es de 15% del 2003 2006) 
Tabla 3 Número de Donantes Atendidos y % de Antt-HBc+ segun Soy Banco de 
Sangre. 
usatudan 
# 
Donantes 
Atendidos 
2003 
# 
Donantes 
Atendidos 
2004 
# 
Donantes 
Atendidos 
2005 
# 
Donantes 
Atendidos 
2006 
% 
Ana- fmc  
+ 
2003 
Ana- ink,4. 
2004 
% 
Ana- /mei. 
2005 
Ana HBei.  
2006 
B/S HST 6 772 7 685 6 993 7 634 22 21 21 201 
In CHAAM 11 793 9 716 10,204 11 175 32 21 17 17 
B/S CHMAG 2 138 2 099 1 938 1 938 49 57 68 54 
B/S H. Rafael 
Hernández 
3,361 3,306 3 117 3 059 7 0 4 1 304 369 
II/S JOSE D DE 
OBALD1A 
1 870 2 086 2 113 2 028 63 42 402 42 
11/13 
CHANGUINOLA 
763 910 1 009 940 17.4 13.4 141 163 
Faena  Estadísticas de la Red Nacional de Bancos de Sangre Resaltadas en negrita estan tos altos 
porcentajes de los Bancos de Rafael Hernández José D de °baldía en el año 2003 y °rangua:ola del 
2003 2006 
El Banco de Sangre de Changumola, se encuentra dentro del Hospital Regional de 
Changuinola, que es dependencia de la Caja de Seguro Social atiende una amplia 
población de la provincia de Bocas del Toro y no cuenta con una infraestructura 
adecuada. Ver Fotos en Anexo No 3 Cuenta con un equipo automatizado de metodología 
MEIA, para la determinación del anti HBc Principalmente la población que se atienden 
son indígenas jornaleros que trabajan en las fincas de bananos 
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El Banco de Sangre del CHMAAM atiende la cuarta parte de los donantes del pais hace 
3 años que fue remodelado y cuenta con personal 24 horas y la infraestructura para 
atender adecuadamente a esta población El equipo con que cuentan para determinación 
de anti HBc es de metodologia MEIA. Las donaciones realinulas son pan pacientes 
asegurados 
El Banco de Sangre del Hospital Regional Rafael Hernández atiende la poblacion 
asegurada de la Provincia de Chinqui no cuenta con buena infraestructura para la 
atencion del donante aunque mejor que la del Hospital de Changuinola. Cuenta con 
vanos equipos automatizados para realizar pruebas para los donantes Ver Fotos en 
Anexo No 2 
El Banco de Sangre del Hospital Materno Infantil José Domingo de Obaldia atiende tanto 
a población asegurada como no asegurada ya que funciona como Patronato de la Caja de 
Seguro Social y MINSA, cuenta con nueva infraestructura y con equipo automatizado 
para la reahzación de las pruebas Ver Fotos en Anexo No 1 
El Banco de Sangre del Complejo Hospitalario Manuel Amador Guerrero es 
dependencia de la Caja de Seguro Social sin embargo por ser el unico hospital estatal de 
la Provincia de Colón funciona como hospital Integrado de manera que atienden tanto 
poblacion asegurada corno no asegurada La seroprevalencui promedio en Colón de ant, 
HBc es de 5 7% (anos 2003 2006) 
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B 22 Manejo de los Donantes positivi_) pos r IlBsAg y anti HBc en los Bancos de Sangre 
del pais  
Como en Panamá, hasta ahora no existe un algontmo establecido o normalizado para el 
manejo de los donantes que resultan positivos por HBsAg y anti HBc cada Banco de 
Sangre ha definido su manejo particular en cuanto a los marcadores serólogicos que 
realizan para acompañar estos resultados y en cuanto al seguimiento que se le da al 
donante incluso no hay un tiempo establecido por ley o norma por el que se debe diferir 
estos donantes hasta una promma donacion 
Hasta ahora lo que si esta establecido es que estas unidades se descartan y que muestras 
de suero o plasma de estas unidades ami HIEtc y HBsAg deben ser enviadas al ICGES 
LCRSP para su confirmacion Los resultados de la confirmación se devuelven a los 
respectivos Bancos de Sangre y de parte de la Sección de Irununoserologia del ICGES 
LCRSP sólo se informan mensualmente los HBsAg positivos a Epidermologia del 
MINSA 
A contumacion se resumira mediante flujogranui en la figura 5 el manejo actual de estas 
unidades 
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Figura 5 Diagrama que representa el manejo de las muestras de unidades ami Hile y 
HBsAg positivas en los Bancos de Sangre de Panamá 
Unidad ni HBc o HBsAg 
Positiva o Indetermmada en el 
Banco de Sangre 
Unidad se descarta en el Banco 
de Sangre 
Envío de muestra de suero o 
plasma al ICGES LCRSP para 
su confirmación 
/ 
• 	  
Donante Difendo por 
un tiempo 
	 / 
Dependiendo del B/S se 
le da seguimiento en 
Epidemiología de cada 
Hospital 
Resultado Positivo o Negativo 
confirmado por el ICGES 
LCRSP retorna al Banco de 
Sangre 
Resultados positivos por 
FIRsAg se envían 
mensualmente a 
Epidennologla del MINSA 
C PATOGÉNESIS Y COMPLICACIONES, 
La hepatitis B es una causa significativa de morbilidad y mortalidad alrededor del 
mundo más de 300 millones de personas tienen hepatitis B crónica. En Estados Unidos 
la infección por hepatitis B crónica es responsable de cerca de 5 000 muertes anuales por 
cirrosis y carcinoma hepatocelular La infección por el VHB es altamente variable y 
puede presentarse como una infección subcfinica hasta una hepatitis fulminante 
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C 1 133111CCIS Aguda.  
La infección aguda es subcfinica en 70% de los adultos y 90% de los niños menores de 5 
años desarrollan anticuerpos contra el virus como u/1mo el indicativo de exposición La 
incubación después de la infección perdura de 1-4 meses Otro 25% de los agudamente 
infectados desarrollan hepatitis aguda, que puede o no ser clínicamente aparente 
Los síntomas de la infección aguda mcluyen nausea, anorexia, fatiga, bajo grado de 
fiebre dolor en el cuadrante superior derecho o epigastrio La ictencia clínica aparece al 
detenorarse la capacidad del fugado para eliminar los desechos metabólicos la bilirrubma 
se acumula en la sangre (Guía de Hepatitis Abbott) Las manifestaciones extrahepálicas 
de la infección aguda incluyen malvas, dolor en las articulaciones y urticaria. Los 
síntomas de la enfermedad aguda se resuelven de uno a tres meses sin embargo algunas 
personas presentan fatiga prolongada Los hallazgos de laboratorio muestran niveles de 
transammasas hepáticas (ALT y AST) que reflejan daño hepatocelular y alcanzan niveles 
de muchos cientos hasta 20 000 Ulat. Estos valores tienden a aumentar de una a dos 
semanas antes de la aparición de la ictericia. Los valores de bilirrubina sénca son 
usualmente menores de 20mg/d1 (342 umo1/1) Hay una anemia leve así como linfocitosis 
relativa. Una forma más severa resulta en la prolongación del tiempo de protrombma 
(TP) y una disminución en el nivel de albununa sérico,. 
Como marcador serológico importante está el HI3sAg después de 4 semanas seguido de 
la apanción de anti HM sobre todo el anti 193c de npo IgM. 
El VHB no es citópatico y el daño al hígado es causado por la respuesta inmune del 
huésped contra los hepatocitos infectados La infección aguda lleva a falla hepática 
fulminante y necrosis hepatocelular masiva en cerca del 1% de las infecciones Algunos 
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pacientes con respuesta inmune exuberante progresan hacia una descompensación 
hepanca, incluyendo encefalopana y coagulopatia La mortalidad es alta y casi siempre 
se requiere transplante hepático 
C 2 Infección crónica 
La mfección cronica por el VHB supone un problema de salud publica importante 
Alrededor del 10% de los adultos infectados cromcamente por el VHB presentan HBsAg 
y HBeAg de éstos 20% desarrollan hepatitis cronica activa con nesgo elevado de 
aparición de cirrosis carcinoma hepatocelular o ambos 
En un 5 10% de éstos pacientes cromos se produce seroconversion espontánea hacia 
ami HBe mientras que con tratamiento con interferon la seroconversion se eleva al 30 
40% En los portadores con ami HBe 3 9% desarrolla hepatitis crónica activa y 1 5% 
cirrosis La desaparición del HBsAg del suero de individuos con infección crónica por 
VHB es un hecho infrecuente Su incidencia anual es de un 04 2% en los paises 
desarrollados y de O 1%- 07% en áreas endémicas donde la transmision es sobre todo 
pennatal Sin embargo estudios recientes han demostrado que estos pacientes pueden 
desarrollar hepatitis B fulminante cirrosis y carcinoma hepatocelular por la aparición de 
mutaciones en el gen X del VH13 
La persistencia de HBsAg y ADN VHB por mas de seis meses se considera una 
infeccion crónica este estado conlleva el mas alto grado de nesgo de progresion a 
cirrosis y carcinoma hepatocelular Chnicamente la infeccion croma por VH13 también 
ha sido asociada con pohartentis nudosa, vasculitis sistenuca, y glomerulonefntis 
membranoproliferativa o membranosa, estas condiciones se relacionan con la formacion 
de complejos inmunes 
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La mayona de los adultos crónicamente infectados son asintomáticos y no llegan a 
desarrollar enfermedad hepática significativa, sin embargo de 10 30% desarrollan 
hepatitis cromes, la cual progresa a cirrosis y finalmente a carcinoma Ver Fig 7 
En la infecoon crónica temprana los hepatocitos en el Fugado estan quiescentes y se 
mantiene la arquitectura normal del hilado Después de años con CLD muchos 
hepatocitos son regenerados dentro de una arquitectura hepatica anormal caractenstica de 
nódulos cirroticos Este proceso se acompaña de un incremento en la cantidad de ADN 
varal integrado 
Podemos resumir las fases de la mfeccion por VHB basados en las ideas actuales que 
apoyan el concepto de cuatro distintos estados de la infección por VHB que pueden ser 
usados para descnbir la enfermedad aguda y crónica 
El pnmer estado o fase mmuno tolerante se caracteriza por altos mveles de ADN de 
VHB positividad para el antígeno e (HBeAg) y niveles normales de transammasas 
séncas En el niño o adulto agudamente infectado este estado representa el penodo de 
incubacion antes de la respuesta nunune para el VHB En neonatos el estado mmuno 
tolerante puede durar de años a decadas 
El segundo estado refleja la respuesta inmune en el cual hay un proceso mfiamatono 
que resulta en la destrucción de células infectadas por el VHB y niveles elevados de 
tan Salli masas 
El tercer estado es el de portador inactivo se piensa que marca el final de la replicacion 
viral activa El HBeAg está negativo aparecen los anticuerpos contra el antgeno e (ant 
1113e) indicando seroconversion y los niveles de las transammasas se normalizan Ver 
Fig 6b Un bajo nivel de ADN de VI-LB puede estar presente La mayona de los adultos 
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con infección aguda entran en este estado rápidamente En la mayoría de los neonatos 
crónicamente Infectados y en algunos niños y adultos la tasa de seroconversión es de 5 a 
15% por año una tasa más alta está asociada con el Incremento en edad y niveles 
elevados de ALT 
El cuarto o estado inmune se caracteriza por la clarificación del HBsAg El ADN de 
VHB es usualmente indetectable y la reactivación o reinfoxión son poco comunes La 
progresión del tercer al cuarto estado ocurre en aproximadamente un 3% de las personas 
infectadas con VI-113 por año 
a. Infección Crónica por VHB con HBeAg positivo o Sm Smoconversión 
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Figura 7 Explica la historia natural de la infección por VIO en adultos 
La infección aguda es casi siempre transitona y subc1biica pero arriba del 25% de los pacientes 
la infección resulta en hepatitis aguda 
Aproximadamente el 90% de los agudamente infectados se recuperan mientras que el resto 
desarrollan infección crónica Estos pueden ser asintomáticos pero del 10-30% desarrollan 
hepatitis crónica cirrosis y finalmente carcinoma hepatocelular prusiano (PHC) El progreso de 
la enfermedad crónica del hígado puede disminuir o resolverse en cualquier momento durante la 
infección crónica Los portadores asintomáticos tienen un riesgo más elevado de desarrollar 
cáncer hepático que aquellas personan no infectadas (línea cortada) Durante el curso de la 
infección aguda los marcadores H13sAg HBeAg y HbxAg y ADN viral puede aparecer en 
sangre de forma transitoria Oteas cortadas) La infección crónica se caracteriza por la 
persistencia de estos antígenos en la sangre por muchos Mos o décadas (líneas continuas) 
seguida de la eventual serocoriversión hacia arzti-11Bx y/o anti HBe Durante los estados 
tempranos de la inficción crónica la replicación vira es usualmente alta pero los niveles del 
virus son menores y a veces indetectables en los años seguidos a la seroconversión hacia and 
HBe (Feitelson M 1999) 
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C 3 Complicaciones Se estima que el 12% de los pacientes con infeccion crónica por 
VHB desarrollan cirrosis anualmente y un porcentaje menor desarrolla carcinoma 
hepatoceltdar El riesgo de muerte por cirrosis y carcinoma hepatocelular es del 15 al 
25% 
C 3 1 Enfermedad Hepática Crónica (CLD) 
La patogénesis no es efecto directo de la presencia del virus en las células ya que el VHB 
no es citopatico se debe a la respuesta infiatnatona mediada por el sistema inmune Esta 
respuesta resulta en la destrucción y regeneración de las celulas hepáticas llevando 
eventualmente a mutaciones cromosómicas y crecimiento celular acelerado con 
consecuencias iniciales como la CLD cirrosis hepanca y finalmente el hepatocarcmoma 
Bajo muchas circunstancias el VHB no es citopatico indicado por los hallazgos en 
muchos portadores que tienen carga vual elevada, pero no muestran patologia, los 
mmunosupnmidos muestran muy poca o ninguna patología. Incluso hay estudios en 
ratones transgénicos que demuestran que el VHB replica en el tejido sin destruir las 
celulas invadidas (Farza et al 1988 Araki et al 1991 Guidotti et al 1995) Existen 
considerables evidencias que la CLD está mediada por la respuesta Inmune contra los 
hepatocitos infectados por el virus (Dudley et al 1972 Mondelli y Eddleston 1984 
Feitelson 1989) evidenciada por la presencia de células mononucleares antigeno inral 
especificas en el higado y sangre penfenca de los pacientes con CLD (Feman et al 
1987) 
C 32 H 	 rcu~ct ff_ j_na C 
Es un cáncer de los mas frecuentes en el mundo con más de un millón de casos nuevos 
por año La tasa de sobreviven= en 5 años ha sido del 3% y depende de la deteccion 
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temprana y la intervenaon quirurgica que se logra en la mmona de los casos, ya que no 
hay marcadores convenientes en fugado o suero para identificar a los portadores que 
probablemente desarrollen HCC 
Se cree que una de las razones por las que se desarrolla el HCC es que la protema 
IfflicAg, una protema trans-activadom que altera la expresión de los genes del huésped 
favoreciendo la patogénests de la CLD y el desarrollo del carcinoma hepatocelular 
asociado a VHB (HCC) Caselman 1995 Henkler y Koshy 1996 Existen vanos 
mecanismos entre los cuales está la union del FffixAg a factores de transcripción como 
CREB (protema de teflon al elemento de respuesta a AM:Pc) activando al factor 2 de 
transcnpcion (ATF2) y a otros elementos de la maquinaria basal de transcripción 
actuando el HBxAg como un coactivador a través de estas interacciones con estos 
elementos Además el HBxAg estimula la actividad de una o mas masas celulares 
como la familia de las tirosin masas accionando las vais de transduccion de señal de las 
ras raf MAP masas y otras vias que pueden alterar el crecimiento celular (Feltelson, 
1999) Ver Fig 8 
Aun no se conoce con claridad el mecanismo por el cual el WEB causa HCC pero al 
parecer existen muchas Inas moleculares que contnbuyen al desarrollo de la HCC 
asociada a VH:13 (Feitelson 1999) Otras lineas de investigación pretenden explicar el 
desarrollo de HCC en portadores crónicos a través de un experimento llevado a cabo en 
un mton transgénico en donde la sobreexpresión de HBsAg en el higado fue directamente 
toxic,a para los hepatocitos resultando en cirrosis hepatocelular masiva, regenemcion y 
eventual desarrollo de HCC (Chisan et al 1987 1989) lo que da un indicio de que la 
CLD en portadores humanos es debida al efecto tomo del HBsAg la expresion 
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persistente de este en el ligado y el suero combinado con el Yumover' (regeneración) 
hepatocelular puede que sea el pnncipal factor de nesgo para desarrollar HCC (Beasley 
y Hwang, 1984) Para reafirmar el papel del sistema inmune en la patogénesis y 
desarrollo de HCC en otro estudio se hizo transferencia adoptiva de linfocitos T 
citotóxicos especificos para HBsAg en ratones transgénicos timectomizados irradiados y 
superproductores de HilsAg resultando en la aparición de hepatitis crónica, seguido por 
tumover' hepatocelular y la aparición de HCC (Naluunoto et al 1998) Tambien se 
observo otro modelo transgénico caractenzado por la expresión persistente de HilxAg 
con HCC sin CLD (Kim et al 1991 Koike et al 1994) En conclusión, todos estos 
estudios en modelos transgérucos tratan de confirmar que el VHB como tal no es 
atópanco in vivo y también sugieren que uno o más antígenos vírales como el HBxAg 
hechos a partir de un templado integrado a las celulas hepáticas puede contribuir a la 
hepatocarcinogenesis 
C 32 1 Investigación para el Carcmoma Hepatocelular (HCC) 
La investigacion de pacientes con infeccion crónica por VHB para detectar carcinoma 
hepatocelular midiendo niveles de alfa fetoprotema o a traves de ultrasonografia sigue 
siendo polemica El HCC puede desarrollarse de 25 a 30 años despues del desarrollo de la 
infección cronica sin embargo ocasionalmente aparece más temprano y los hombres 
están en mayor nesgo que las mujeres 
No se han llevado a cabo ensayos en pacientes con infección crónica por VHB para 
determinar si su deteccion temprana y la resección de tumores hepaticos tienen algun 
efecto sobrela mortalidad. No obstante la AASLD recomienda la investigacion de 
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tumores hepáticos cada seis meses cuando existe una infección crónica en hombres de 45 
años con cirrosis y en pacientes con !lutona fanuhar de HCC 
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D DIAGNÓSTICO DE EAHORAT I RIO, 
D 1 Pruebas químicas  
Para valorar la funcion hepática se utilizan habitualmente tres pruebas sangumeas que 
incluyen la biltrrubina y las enzimas especificas ALT y AST 
Los niveles sangumeos de estas tres sustancias se elevan en proporción aproximada al 
grado de daño hepático ALT y AST están contenidas dentro de las células hepaticas La 
infiamacion del higado hace que estas enzimas sean liberadas en la sangre en cantidades 
anormalmente altas Un resultado elevado en las pruebas de una o de todas estas 
sustancias a menudo es la primera indicacion de que el paciente presenta una 
inflamacion del bledo y es generalmente el primer paso para establecer el diagnóstico 
de hepatitis (Abbott Cientifica) 
Los niveles de transanurtasas se elevan durante la fitse de respuesta inmune debido al 
proceso mfiamatono que resulta en la destrucción de células infectadas por el VIIB 
D 2 Pruebas Serolóewas  
D 2 1 Tecmcas Disponibles para la Detecmon de Antígenos y Anticuerpos del VIIB  
D 2 11 Prueba de ELISA Convencional 
Es un ensayo inmunoenninático que evidencia una reaccion Antigeno Anticuerpo 
mediante la forma,cion de un producto coloreado que se mide espectrofotométncamente 
y cuyo valor se interpretará ya sea directa, si el ensayo es de tipo sandwich o directo en 
donde la concentración de anngeno o anticuerpo presente en la muestra es directamente 
proporcional a la absorban= leida por el espectrofotometro a una longitud de onda que 
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va de 620 690 nrn e inversa, si el ensayo es de tipo competitivo en donde la 
concentración de antigeno o anticuerpo presente en la muestra sera inversamente 
proporcional al valor de absorbancia obtenido en el espectrofotometro 
Elementos necesarios para una prueba de ELISA 
> Soporte plástico con pocillos de poliestireno con antigenos o anticuerpos 
inmovilizados 
> Antagenos recombmantes y anticuerpos rnonoclonales marcados 
> Sustrato 
> Buffer de lavado 
> Solucion de parada (112SO4) 
> Controles negativos y positivos 
Se han desarrollado multples variantes de ensayos ELISA que permiten la 
cuantificación de un antgeno en solucion y la detección de un anticuerpo en una 
solucion 
Entre ellos estan 
a ELISA Indirecto Las placas ELISA estan recubiertas con antigeno recombinante 
El sistema de detección emplea dos anticuerpos uno pnmano contra el antigeno 
y uno secundario marcado contra el pnrnano La deteccion tiene mayor 
sensibilidad por presentar una amplificación de señal debida a la mon de dos o 
mas anticuerpo secundanos por cada pnmano Es el ensayo más popular 
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b ELISA -sandwich" (ensayo de captura de antgeno y detección mediante 
inmunocomplejos) Se trata de un ensayo muy empleado en el que se recubre el 
pocillo con un pnmer anticuerpo ami antigeno Se aplica la muestra problema en 
la que se encuentra el antigeno que sera retenido en el pocillo al ser reconocido 
por el primer anticuerpo Después de un lavado que elimina el matenal no 
retenido se aplica una solucion con un segundo anticuerpo anta antigeno marcado 
Mi pues cada molécula de antigeno estara unida a un anticuerpo en la base que lo 
retiene y un segundo anticuerpo al menos que lo marca Este ensayo tiene una 
gran especificidad y sensibilidad debido a la amplificación de señal que permite el 
segundo anticuerpo Estos ensayos son muy utilizados sin embargo son 
Jabonosos y requieren de vanos equipos como el lavador de platos de ELISA, el 
lector de platos de ELISA, el incubador para placas y un reloj para seguir los 
tiempos de incubacion 
c Ensayos Irununoenzanáticos (EIA) Automatizados 
Existen en el mercado diversos equipos automatizados con distintos pnncipios para 
detectar antigenos y anticuerpos los cuales son utiles en el manejo de grandes 
volumenes de muestras como las que se manejan actualmente en los Bancos de 
Sangre de nuestro pais Mencionaremos algunos y se describirá con más detalle el 
ensayo de quinuoluminiscencia amplificada del equipo Vitros Eci, que utilizamos en 
la Fase Serolégica del estudio 
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Entre los ensayos disponibles están 
> MEIA, en equipos 1NX y Axsym 
> Electroquimiolumuuscencia, en equipo ELECSYS 
> Quirmolumunscencia amplificada en equipo Vtrros Eci 
D 2 1 2 Principio de Quinnolumuuscencia Amplificada 
Las reacciones de quinnoluminiscencia son reacciones de oxidación en las cuales los 
compuestos organicos son excitados por ~beton con oxigeno o peroxido de hidrogeno 
En la Quinuolumuuscencia Amplificada, hay elementos como la peroxidasa de rabano 
picante que esta marcada, un prolongado? que actua como catalizador y que incrementa 
hasta 1000 veces la velocidad de oxidacion del lummol por la perwudasa de mbano 
picante Ver Fig 9 
En el caso de los reactivos que detectan antrgenos como el de Superficie y el antigeno e 
del VI-1B es una icemos mmunométnca, que implica la reacción simultánea del antigeno 
presente en la muestra con un anticuerpo monoclonal de ratón buituulado y un anticuerpo 
monoclonal de ratón marcado con peroxidasa de rábano (HRP) en el conjugado El 
complejo inmune es capturado por la estreptadunna presente en los pocillos Los 
matenales no fijados se eliminan mediante lavados 
El conjugado de HRP fijado se mide por una reaccion luminiscente Se añade a los 
pocillos substratos lununogerucos que contienen un reactivo (un denvado de lununol y 
una sal perácida) y un agente de transferencia de electrones La FIRP en el conjugado 
fijado cataliza la wudamon del derivado de lummol y produce luz El agente de 
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transferencia de electrones (una acetutilida sustituida) incrementa el nrvel de luz 
producido y prolonga su emision Las señales lurrunicas son leidas por el Sistema Vitros 
La cantidad de conjugado HRP fijado es directamente proporcional a la concentramon de 
antgeno presente en la muestra. 
En el caso de la medicion de anticuerpos contra el Antgeno e y contra el core es un 
ensayo competitivo que implica la pre-incubación del anticuerpo presente en la muestra 
con un antigeno fijo en el Reactivo del Test seguido de una incubacion con un Reactivo 
de Conjugado que contiene un anticuerpo monoclonal de ratón biotmilado y un 
anticuerpo monoclonal de ratón marcado con HRP El complejo inmune es capturado por 
la estreptividina presente en los pocillos Los matenales no fijados se eliminan mediante 
lavados 
El conjugado de HRP fijado se mide por una reacción luminiscente Se añade a los 
pocillos substratos lummogérucos que contienen un reactivo (un derivado de humol y 
una sal peráctda) y un agente de transferencia de electrones La FIRP en el conjugado 
fijado cataliza la ~dation del denvado de lummol y produce luz El agente de 
transferencia de electrones (una acetinilida sustituida) incrementa el nivel de luz 
producido y prolonga su emision Las señales lummicas son leidas por el Sistema Vitros 
La cantidad de conjugado IIRP fijado es inversamente proporcional a la concentración 
de anticuerpo presente en la muestra 
49 
(Prolorgador) 
II, N 	 O 	 II, V 	 ,, Cj( o hal 	 1 011 
1.11 	 0.1 • 	  Sal perácida 
o 	 1ii 
(D'initio» 	 (Ácido 
N . AniinOnáliC0) 
Fig.9 Describe en parte la reacción de quimioluminiscencia amplificada. Tomado de: 
Q.F.B. Raul Munguia y Representante De Ventas Asesor Técnico.Ortho Cibica! Diagnostics. Johnson & JohnxIn 
Medical Mexico S.A De C. V. 
Elementos necesarios para una prueba de quimioluminiscencia amplificada: 
1. Equipo Vitros Eci (tiene un luminómetro, el cual mide la emisión de luz) 
2. Reactivos con pocillos recubiertos con estreptavidina, y con botella de conjugado. 
3. Reactivo de señal, que contiene luminol y una sal perácida. 
Los demás elementos se describen en la tabla 3 en Anexos. 
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La tecnica de quintolummfficencia amplificada en el Equipo Vitros Ea es altamente 
sensible y confiable cuenta con Cnteno Técnico Aprobado y a nivel internacional las 
pruebas de hepatitis para los Bancos de Sangre en este equipo están aprobados por la 
FDA. 
D 22 Marcadores Serológicos  
Las tecnicas serológicas actuales permiten detectar en los pacientes infectados los 
antigenos del VHB y la respuesta de anticuerpos frente a dicha utfeccion con distintos 
grados de sensibilidad y especificidad Su determinación cualitativa y cuantitativa nos 
permite realizar un diagnóstico establecer un pronóstico fiable de la infeccion con o sin 
tratamiento y conocer la susceptibilidad de la poblacion a la uifeccion por VHB 
(prevención) Los métodos serologicos utilizados habitualmente en los laboratonos del 
pais para determinar los marcadores de hepatitis B (HBsAg, anta HBc y anti HBs) se 
basan en la tecnologia del inmunoensayo enzunátco (EIA) Suelen utilizarse sobretodo 
tecnicas de EIA tipo sandwich y EIA competitivo 
A continuacion se descntorán los marcadores serológicos que se pueden detectar en los 
laboratonos y Bancos de Sangre de Panamá 
D 22 I Antigeno de Superficie (FIBsAg) 
Es indicativo de infección aguda y también del estadio crónico es uno de lo mas 
comunmente detectados en los laboratonos y en los bancos de sangre del pais para el 
diagnostico de hepatitis B En ciertas ocasiones pueden presentarse falsas reacciones 
positivas al HBsAg (reacciones inespecificas) que deben confimiarse con la realización 
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de tecnicas de neutralizacion con anti Iffis Sm embargo la reactividad aislada para 
HBsAg puede deberse a otros motivos como 
• Inmunotolerancia extrema 
Estadio precoz de la infeccion aguda por VHB 
Infeccion por cepas de VI-LB defectuosas en la expresion del HillcAg con niveles 
de ADN vinco detectable solo por PCR. 
• Infeccion por VHB tipo 2 este tipo se diagnostica por metodos de EIA que 
detecten niveles de HBsAg inferiores a O 4 nWm1 o bien por tecnicas de 
hibndacion y PCR. 
D 22 2 Anngeno de la capside (11BcAg) 
Existen metodos para la detección de este marcador sin embargo no es comun su 
deternunacion y en Nomina no estan disponibles 
D 22 3  Anticuerpo anü 11Bc 
Este marcador es uno de los que se determina en los Bancos de Sangre de Panama en el 
tamizaje de las unidades donadas y desde que se inicio su determinacion en el año 2 000 
es el que con mayor frecuencia ha presentado posinvidad de todos los marcadores de 
agentes infecciosos que se determinan 
Es el pnmer anticuerpo que aparece en la infeccion por el virus y persiste años despues 
de la recuperacion La presencia de anticuerpos de la clase IgM frente a este marcador se 
interpreta habitualmente como indicador de infeccion reciente aunque sabemos que 
tambien es detectable en la mfeccion croruca con replicacion vial La detección de los 
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anticuerpos de tipo IgM es poco comun ya que estan presentes por muy poco tiempo en 
el suero del paciente Ver Fig 10 
En ocasiones se detecta en el suero de los pacientes una reactividad aislada para ano 
HBc en ausencia de otros marcadores de infeccion por VHB lo que puede deberse a 
Reaccion inespecifica ligada a componentes sencos La especificidad debe 
confirmarse por otra teanca serologica de distinto pnnapro la deteccion de 
anticuerpos ann HBe o la presencia del ADN vinco 
Penodo de ventana de la infeccion por VHB 
Respuesta mmunitana incompleta al VHB 
La presencia aislada de anticuerpos ano 1113c no confiere inmunidad a la retnfeccton y 
no constituye por tanto un cnteno de exclusion para la vacunacton 
D 2 2 4 Antigeno e (HBeAg) 
Es un marcador de infectividad y replicacion que debe manejarse conjuntamente con los 
anticuerpos ano 11Be y la deteccton del ADN viral Los pacientes con reactividad al 
HBeAg tienen entre 105 108 Equivalentes de genoma/ml (gE/m1) Es un marcador dificil 
de detectar debido a su corta duracion en sangre durante la fase aguda de la infeccion 
D 2 2 5 Anticuerpo anli HBe 
Su aparición en una infeccion aguda indica buena evolucion En general se detecta antes 
de que desaparezca el HBsAg y persiste vanos anos despues de la infeccion En los casos 
de infeccton crónica, en los que coexiste con el 11BsAg suele indicar escasa replicacion e 
infecto/dad (portador asmtomatico o hepatitis croma persistente) Sin embargo como 
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ya se ha comentado la seroconversion ami HBe no siempre indica mejona, sino que 
puede deberse a la seleccion de mutantes Pre-C del VHB que se asocian a alta 
replicación vinca con cuadros de hepatitis crónica activa y cirrosis 
D 226  Anticuerpo anü-HBs 
Es el ultimo marcador en aparecer indicando recuperación de la enfermedad 
persistiendo durante años Estos anticuerpos son neutralizantes y confieren protección 
frente a la infeecton por VHB 
Es el unico marcador que detectamos en los individuos vacunados Al igual que en el 
caso del HI3sAg se ha descrito un patron serologico poco frecuente de reactividad aislada 
para anti HiBs en individuos no vacunados (O l%-0 5%) pudiendo deberse a reacciones 
serológicas n'especificas que pueden confirmarse por métodos de neutralización o bien 
por una respuesta inmunitana incompleta frente a la infección por VHB Asimismo se ha 
documentado la coexistencia de anti HBs y HBsAg Este patrón de reactividad puede ser 
debido a 
Infección por variantes del VHB defectuosas de a o de escape en sujetos 
previamente vacunados o en pacientes en tratamiento con interfenSn 
Infeccion por el VHB tipo 2 en individuos mmunes al VHB 
• Fenómenos de tolerancia mmunológica 
Admimstracion de gammaglobulma especifica a un paciente portador del HBsAg 
La introduccion de la vacunación para VHB y su monnonzación hizo necesario el 
desarrollo de tecmcas serologicas cuantitativas anti Has La mayona de los métodos 
mmunoenzimaticos comerciales incorporan un panel ami H}3s de cuannficacion El 
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panel incluye habitualmente 506  estándares que contienen una concentración creciente y 
conocida de un policlonal humano anta HBs expresada en inUliml Los resultados de las 
muestras estudiadas en el mismo ensayo se comparan con los valores de una curva de 
calibración estándar obtenida a partir del panel de cuantificación 
Títulos superiores a 10 mUlfml de ann HBs se consideran protectores sin embargo se 
recomienda la revacunación con títulos ant HBs comprendidos entre 10 y 100 mUUml 
Se puede estimar el penodo de tiempo que dura la protección frente al VHB conociendo 
el título de anta HBs tras la ultima dosis de la vacuna 
• Si es inferior a 100 mUl/ml, la protección es de aproximadamente 6 meses 
• Entre 100 y 1000 mUlíml, la protección es de 2 años 
• Entre 1000 y 10000 mUliml la protección es de 3 a 5 años 
• Cuando el título es superior a 10000 mUUml, la protección se prolonga más allá 
de 6 años 
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Tabla 5: Interpretación de las Pruebas para el Virus de Hepatitis B:   
_1 
Prueba 
 
Resultado 
	
Interpretación 
 
IlBsAg 
Anti-HBc 
Anti-HBs 
Negativo 
Susceptible (No Inmune) a la infección por 
VI-LB. 
Negativo 
Negativo 
HBsAg 
Anti-HBc 
Anti-l-lBs 
Negativo 
Inmune debido a infección natural Positivo 
Positivo 
HBsAg 
Anti-HBc 
Anti-HBs 
Negativo 
Inmune debido a la vacuna por Hepatitis B Negativo 
Positivo 
HBsAg 
Anti-HBc 
IgM anti-HBe 
Anti-HI3s 
Positivo 
Infección Aguda por VHB 
Positivo 
Positivo 
Negativo 
HBsAg 
Anti-I-IBc 
IgM anti-HBc 
Anti-HBs 
Positivo 
Infección Crónica por VIIII3 
Positivo 
Negativo 
Negativo 
HBsAg 
Anti -FEE3c 
Anti-HBs 
Negativo** 
**Cuatro Posibles Interpretaciones Positivo 
Negativo 
** 	 1) Paciente en recuperación de una infección aguda. 2) Paciente que haya disminuido su nivel de 
anticuerpos contra VI-EB (anti-I-113s), se hacen indetectables con las pruebas. 3) Falso positivo de anti-1113core. 
4) Niveles indetectables en el suero de HBsAg y el paciente es un portador. 
Fuente: http://www.cdc.govhicidodidiseases/hepatitis/b/Bserology.hun  
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D 3 Pruebas Moleculares 
D 3 1 Deternunacton de ADN del virus de la Hepatitis B (ADN VHB 
Los investigadores han desarrollado ensayos que detectan y determinan con exactitud el 
ADN del VHB Estos ensayos detectan el genoma vinco y determinan el nivel de virus 
circulante en los individuos infectados La deterrninacion del (ADN VHB) es el 
marcador más sensible y especifico de replicación del VHB Se detecta en mas del 85% 
de los pacientes con HBeAg y se correlaciona de forma directa con el HBcAg hepatico 
El ADN vine° libre en el suero puede detectarse mediante tecrucas comerciales de 
hibndacion (en solucion) sensibles y rapidas ensayos de hibndacion del ADN ramificado 
(Quantiplex Chlron) con un limite de deteccion de 7 x 10 5 gE/m1 y por amplificacion 
mediante PCR y Nested PCR En este estudio se utilizaran pnmers que amplifican la 
repon mvanable del core del VEJE para la amplificacion por PCR y Nested PCR 
D 3 11 Técnica de PCR 
De todas las tecrucas disponibles para el anahsis de ADN y ARN ninguna ha 
tenido el impacto o tiene el potencial de la reacción en cadena de la polimerasa. La PCR 
puede selectivamente amplificar una molécula truca de ADN o ARN generando miles de 
copias en pocas horas 
La PCR esta basada en la amplificacion enzimanca de un fragmento de ADN que esta 
flanqueado por dos cebadores oligonucleotidos cortos que htbndizan los extremos 
opuestos de una secuencia blanco e inician la smtesis de la secuencia complementana de 
ADN por medio de la enzima ADN polimerasa Los cebadores se onentan de forma tal 
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que las dos nuevas hebras de ADN son complementarias entre ellas y efectivamente se 
crea una segunda copia de la secuencia blanco onginal Repetidos ciclos de 
desnaturalización por calor hibndización de los cebadores y sintesis enzimatica del 
ADN resultan en la amplificacion exponencial (2 4 8 16 32 copias) de la secuencia 
blanco de ADN Con el uso de los termocicladores una serie de amplificacion toma cerca 
de 10 minutos En solo unas pocas horas muchos millones de copias de la secuencia 
inicial pueden ser creados una cantidad suficiente que permite estudiar facilmente la 
region de interes (Cano E Pinto J C 2001) 
Estudios como los de Wong D et al 2004 realizados con la tecruca de COBAS 
Amplicor HBV Monitor Test, demuestran que existe una fuerte correlacion entre los 
niveles de ADN de VHB intrahepático con los niveles en el suero de los pacientes esta 
infonnacion con la de muchos otros estudios (Gutierrez C et al 1999 2001,2004) 
demuestran que la muestra de suero es apropiada para la busqueda de ADN VHB 
D 3 1 2 Nested PCR, (PCR anidada) 
Es una variante de la PCR convencional que comprende dos rondas de amplificacion con 
distintos pares de iniciadores o pnmers en cada una con el fin de incrementar la 
sensibilidad de deteccion 
 Pnmero se realiza una reaccion con los iniciadores externos 
(PCR) para amplificar una region de ADN mas extensa que contiene el segmento diana 
(de interés) Después con este producto de amplificacion se ejecuta una segunda PCR 
con los iniciadores mternos pan amplificar la region especifica. Ver Fig II 
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El método de la PCR interna se utiliza sobre todo cuando se tienen pequeñas cantidades 
del ADN de interés o cuando se quieren evitar las amplificaciones mespecificas que a 
veces se observan con la PCR clásica, dado que en cada etapa se realiza un numero 
menor de ciclos (las PCR de muchos ciclos conllevan a menudo errores de lectura y de 
síntesis debido entre otras cosas a la falta de fidelidad de la pohmerasa Taq Además si 
el producto de la pnmera PCR es el resultado de una amplificación n'específica, el 
segundo par de cebadores internos no reconocerá la secuencia complementaria, y por 
consiguiente no habrá amplificación 
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Fig 11 Explica la wuón del pnmer juego de cebadores en la porción externa de la región 
de interés y la posterior amplificación con un segundo juego de cebadores que genera una 
amplificación más específica de la región de interés hui)] googleimages com 
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El uso de la PCR y Nested PCR para el estudio de la infeccion por VHB ha sido 
ampliamente reconocido e implementado por diversos autores como Liang TJ et al 1989 
Bréchot C 1993 Gutierrez C et al ,2001 y Zaager HL et al 1994 los cuales afirman 
que es una tecnica altamente sensible para la deteccion de ADN VHB en suero tejido 
hepatico y celulas mononucleares de sangre penferica 
El ADN VHB se ha encontrado en donantes de sangre con ningun marcador serológico 
positivo para VHB (Brechot C 1993 Carman WF 1990 Liang TJ 1990) 
D 3 1 3 Carga N'Inca 
El nivel de ADN del VI-LB en la sangre se conoce como carga vuica de VI-LB 
Las aplicaciones en el campo de la investigación de los ensayos de ADN del virus de la 
hepatitis B incluyen 
• Estimar directamente el virus circulante en un individuo infectado 
• Predecir la respuesta al mterferon (los pacientes con cargas vincas bajas 
pretratamiento tienen mas probabilidades de responder) 
Morutorear la eficacia de la terapia antivinca (el ADN del VH13 desciende 
rapidamenW en pacientes que responden al tratamiento) 
• Proporciona informacion adicional para ayudar a confirmar un diagnostico en 
los casos con serologia ambigua. 
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Si un medico puede determinar la carga vinca, decidirá con mayor certeza si debe 
Iniciar o no la terapia, ademas de poder monitonzar sus efectos con mayor exactitud 
(Abbott Clentifica) 
Actualmente en nuestro ptus contamos en el ICGES y en el CHMAAM con el equipo 
Cobas Amplicor el cual permite amplificar y cuantificar el nivel de ADN VH13 presente 
en una muestra de suero y plasma. 
D 3 1 3 1 Analisis Cuantitativo Automatizado de ADN VHB usando Cobas Amplicor 
HBV Monitor Test 
El analisis cuantitativo de ADN VHB involucra una PCR y calcula el numero de copias 
de matenal genético por ml de muestra del paciente Para realizar este analisis se 
necesita el kit Cobas Amplicor HBV Morutor Test y el equipo o sistema Cobas 
Arnplicor además el laboratono debe contar con un área de pre-PCR, en donde se 
preparan los reactivos y se preparan las muestras y un area de post PCR de amplificación 
y deteccion 
El sistema Cobas Amplicor combina 5 instrumentos diferentes en una misma plataforma, 
que realizan las tareas de amplificacion (2 termocicladores) deteccion pipeteo y lavados 
D 3 1 3 2 Pnnciplos generales de la Prueba Cobas Amplicor 
• Amplificacion Selectiva Hay una amplificacion selectiva del acido nucleico 
objetivo de la muestra que se consigue con el uso de la enzima AmpErase (uracil 
N glucosilasa) y la deoxiundina tnfosfato (dUTP) en la prueba Cobas Amplicor 
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HBV Monitor Esta enzima AmpErase reconoce y cataliza la destruccion de las 
cadenas de ADN que contienen deoxiundma pero no de las que contienen 
deoxitunidina 
La deoxiunduna no esta presente en el ADN natural pero siempre esta presente en el 
amplicon debido al uso de dUTP entre los dNTP del reactivo de mezcla maestra por 
lo tanto el amplicón contiene deoxiundina 
Si existiese un amplicon contaminante de alguna amplificación antenor la AmpErase 
lo destruira antes de comenzar el pnmer ciclo de amplificación del ADN objetivo La 
AmpEmse es inactiva a temperaturas supenores a los 55 C es decir durante los 
pasos del ciclo térmico y por consiguiente no destruye el amplicon objetivo 
Lo antenor se considera como un sistema de control de calidad dentro de la mezcla 
maestra 
La Mezcla Maestra o Master Mur contiene lo siguiente 
1 Taq DNA Poltrnerasa 
2 AmpErase® 
3 dCTP dGTP dUTP y dATP 
4 Glicerol 
5 Tampon TRIS 
6 Iniciadores o Pnmers 1113V 104UB y HBV 104D (1113V 104UB esta 
biotinilado) 
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Controles de Calidad 
Los luts Amplicor poseen cuatro controles de calidad 
1 QS Estandar de cuantificacion (cuantitativo) IC (cualitativo) 
2 CN-Control Negativo 
3 Control Positivo Bajo 
4 Control Positivo Alto 
Y el Elimmador de Contaminantes de Acarreo AmpErase 
E RESPUESTA INMUNOLÓGICA A LA INFECCIÓN POR ELYRB 
La relacion presente entre respuesta inmunitana y la expresion dirimo patologica durante 
la mfeccion por el VHB ha sido tema de muchas investigaciones El sistema irununitano 
actua en enfermedades infecciosas a través de celulas Imfoides y de secrecion de 
citocinas 
La respuesta mmunitana antiviral en diferentes tipos celulares (celulas T celulas B y 
celulas del sistema monocito/macrófago) puede ser especifica o no al antigeno 
La respuesta especifica para el VHB esta determinada por 
> la produccion de anticuerpos anti VI-LB por las celulas B 
> la presencia de celulas T citotoxicas especificas del VI-AB 
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La respuesta inmune no especifica (modulacion de las citocinas y sus receptores) 
coexiste con la respuesta especifica (Clusan y Ferran 1995) 
En los pacientes portadores crorucos Ferran et al 1990 Kalcumu et al 1991 Tsutsunu 
et al 1990 han demostrado que la produccion in vitro de los anticuerpos contra el 
HBcAg puede ser dependiente o no de celulas T Por el contrano la respuesta a los 
HBeAg es solamente dependiente de células T Los linfocitos T CD8+ secretan proteinas 
efectoras citotoxicas como perfonna y granzyme o canarias IFN-y TNF a y TNF 
entre otras 
Los antigenos de la nucleocapside (HBcAg y HBeAg) del VHB han sido demostrados 
asociados a la tisis hepatocelular dependiente de la inmunidad celular T en los portadores 
cronicos Estos antigenos estan reconocidos por lineas de celulas T CD8+ y CD4+ De 
estas reacciones cruzadas se ha observado una induccion de lineas celulares T CD4+ el 
HBcAg determina una respuesta similar al HBeAg y de forma similar las lineas T CD8+ 
inducidas por el HBeAg son tamben capaces de responder al HBcAg (Lshisawa et al 
1991) Se produce una respuesta proliferativa intensa de las celulas T inducida por los 
antigenos de la nucleocápside (HBeAg/HBcAg) por la via mmunodommante de 20 
ammoacidos localizados en la parte N terminal de la protema del core Otras dos 
secuencias adicionales importantes han sido identificadas en la region N terminal y en la 
mitad ammoterminal de la molecula del core estas secuencias son capaces de inducir 
significativamente proliferación de células T en aproximadamente el 70% de los 
pacientes estudiados La identificacion de los epitopes reconocidos por las celulas T en la 
molecula del core constituyen la base molecular de la patogenesis viral (Ferran et al 
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1991) Otro estudio ha permitido determinar un sitio de reconocimiento por las celulas T 
en pacientes infectados por el VHB situado entre los residuos 72 y 146 de la proteina del 
core Las células mononucleares de sangre penfenca (PBMC) de esos pacientes 
presentan un aumento significativo de la produccion del 1FN y y de la respuesta 
proliferativa en presencia del HBcAg recombmante (1shikawa et al 1992) 
E 1 VHB v Citoquinas 
Las citocinas son complejos de moleculas asociadas a la regulacion de la respuesta 
inmune y de la homeostasis de órganos Las caminas intervienen en los procesos 
fisiologicos y patologicos del higado (la regeneracion el crecimiento hepático y los 
procesos inflamatonos tales como enfermedades virales fibrosis y cirrosis hepatica) La 
respuesta celular juega un papel central en la necrosis hepatocelular y en los mecanismos 
inmunopatogenicos permitiendo la elimmacion o la persistencia vira! Es por esta razon 
que la respuesta mediada por las citocmas secretadas por las celulas T ejercen su 
actividad por mecanismos cnopatcos y no citopancos (Clusan y Ferran 1995) Las 
citocinas pro infiamatonas (IL 1 1L 6 y TNF-a) juegan un rol muy importante en los 
pacientes infectados por el VI-LB Se ha demostrado que estas citocinas aumentan en 
forma persistente en el plasma durante la hepatitis aguda, las cuales no son detectadas en 
el estado croruco de la enfermedad (Torre et al 1994) Contranamente Ozela et al 
(1990) demuestran una producción elevada de la interleuquina 1 (EL 1) en los enfermos 
crónicos la 1L 6 ha sido encontrada aumentada en el plasma de los pacientes infectados 
cronicamente por el VI-LB (Neurath y col 1992) Se ha demostrado que ciertas citocmas 
pro infiamatonas como el TNF a (Sheron et al 1990) y la IL 1 (Kakumu et al 1993) 
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inducen un aumento en la produccmn de la IL 6 en el plasma de pacientes con hepatitis 
B cronica In vitro Oquendo et al (1996) utilizando vanos méculos provenientes de 
pacientes con infecaon cronica, demostraron que el VIIB ejerce un efecto inhibidor 
sobre la transcnpcion de los genes de la IL Ill de la IL 6 y del TNF a, favoreciendo una 
integracion rapala del ADN del VHB en el genoma de las celulas monocitanas 
contranamente el VHB aumento la expresion del TNF a en células B con pation de 
integracion diferente (Oquendo et al 1997) 
En general a pesar de los hallazgos de algunos autores en pacientes con infección 
croma, se puede resumir que la IL-6 el TNF-a la IL 1 y la IL 2 están aumentadas en el 
plasma durante la hepatitis viral aguda, y contribuyen a la apancion de lesiones 
citotóxicas y pro mflamatonas en el higado Las celulas Th CD4+ han sido bien 
caracterizadas en dos sub poblaciones funcionales Thl y Th2 (Monsman et al 1986) 
que producen diferentes citoquirias 
El fenotipo Thl produce IL-2 IFN y IL 12 y el TNF 13 y el fenotmo Th2 produce IL-4 
IL 5 IL 6 1L 10 IL 13 (Paul y Seder 1994) Estudios han sido realizados en los 
pacientes con hepatitis croma para evaluar los fenotmos Thl y Th2 se ha demostrado 
que las interluquinas del fenotmo Thl regulan positivamente y el fenotmo Th2 
negativamente la mflamacion hepática croma (Fukuda et al 1995) En ese tipo de 
enfermedad la dismtnucion de la sintesis de la 1L 2 y de IFN y en los hepatocnos 
determina un aumento de la tasa sénca de 1L 1 y del receptor soluble de la IL 2 (Misales 
et al 1995) 
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Las celulas CD4+ que expresan los marcadores CD56 han sido purificadas a partir de 
biopsias del fugado de enfermos con hepatitis croma activa Estas celulas presentan una 
fuerte actividad citotoxica y el 25-40% expresan sobre su superficie los marcadores 
CD56 que sugieren que 1) ellas presentan un perfil de produccion de citoqumas tipo TH1 
2) ellas pueden estar identificadas por la expresion del marcador CD56 y 3) la expansion 
de estas celulas puede ser facilitada por la estimulación antigenica en la ausencia de 
fenomenos inflamatonos en el ligado Las celulas CD4+ CD56+ juegan un papel en la 
mmunopatogeness de la infeccion por el virus de la hepatnits B (Baranaba eta! 1994) 
La respuesta inmunitana mediada por celulas ha sido caracterizada en los ratones 
transgerucos para los anftgenos de la nucleocápside (Hl:3c y 1{BeAg) y los resultados 
indican que la respuesta es de tipo fi Esta respuesta esta inducida por péptidos de 12 
aa que representan los sitios antigerucos espectficos de las celulas de estos ratones 
transgemcos B10 S (120 131) y BIO (129 140) (Milich et al 1995) 
Neurath et al (1992) demuestran que la 1L 6 contiene sitios de reconocimiento para la 
secuencia preS1 (21-47) del VHB Su hallazgo sugiere que la IL-6 interviene en la 
interaccion celulas VHB y podna jugar un rol determinante en el curso de la infección 
La LL 6 presenta sitios de reconocimiento para la secuencia pre SI (21-47) de la protema 
larga del VHB (LHBs) In vitro una interaccion entre la region preS1 (12 32) de la 
protema de la cubierta del VHB con la secuencia (163 171) de la 1L 1 ha sido igualmente 
demostrada, interaccion que induce aumento de la actividad de las celulas T ayudadoras 
(Kurolu et al 1990) 
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En resumen los linfocitos T CD4+ a traves de los fenotipos Thl y Th2 secretan 
cnoquinas que activan macrófagos y linfocitos B destruyendo patogenos mtracelulares 
como el VRB Junto con los estudios ya realizados en ratones transgénicos otros estudios 
realizados en pacientes con hepatitis B aguda demuestran un predominio del patron Thl 
otras investigaciones revelan un patron similar al fenotipo Th0 Pacientes con hepatitis B 
que evolucionaron a la renusion se caractenzaron por una respuesta Th2 con predominio 
de la 1L 10 la cual actua como potenciador de la respuesta inmunitana humoral y 
supresora de la respuesta mmurutana celular Se considera que el comportamiento de las 
citoanas en hepatitis B es diferente de acuerdo con el sistema de mduccion utilizado y 
con la condicion dime° patologica del paciente La resolucion de la infeccion dependerá 
mas de las peculiaridades de la respuesta inmunitana de la persona afectada, que de la 
cepa vital involucrada 
F TRATAMIENTO 
En el caso de la hepatitis aguda, los smtomas se resuelven de uno a tres meses sin 
embargo algunas personas se mantienen con una fatiga prolongada, por ello el 
tratamiento en caso de esta condicion es generalmente de soporte no obstante algunos 
pacientes requieren hospitalización Por tanto el tratamiento esta pnncipalmente dirigido 
a la hepatitis croma, ya que es la que a largo plazo puede tener peores consecuencias La 
decision para tratar la hepatitis 13 cronica se basa generalmente en una combinacion de 
factores dimos de laboratorio y factores hatologicos 
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F 1 Indicaciones para el Tratamiento de Pacientes con Hepatitis B croma 
> Presencia de HBeAg y niveles de ALT supenores a dos veces el nivel 
normal 
> Presencia de ADN VHB y niveles de ALT supenores a dos veces el nivel 
normal 
> Moderada a severa hepatitis en biopsia de fugado 
> Presencia de ADN VHB más CIETOSIS 
Los tratamientos no son curativos porque rara vez producen remision permanente de la 
enfermedad Aun asi la meta de la terapia es la supresión a largo plazo de la replicación 
vial y la prevencion de la enfermedad hepatica grave Los marcadores de exito de la 
terapia son la seroconversion del HBeAg (producción de anti HBe) disminución de los 
niveles de ADN VIII1 y la carencia de la progresion de la enfermedad 
Las drogas aprobadas y los agentes en desarrollo para el tratamiento de la infección 
cron ice por VHB caen en dos categonas inmunomoduladores como el interferon alfa 
2b recombinante (Intron A) y los nihil:in:lores directos de la replicacion del wal incluyen 
lammudma (Epivir) y adefovir dipivoxil (Hepsera) El protocolo de tratamiento de la 
AASLD recomienda pruebas de HBsAg HBeAg y ADN VHB al inicio y al final del 
tratamiento y seis meses después 
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F 2 Dro • as • srob• • 	 • or la FDA A num s • ci sn d- Dro 	 limen is de E 
Unidos) para el tratamiento de la Infeccion Cromes por VHB  
F 2 1 Interferon ALFA 21, (IFN alfa 2b)(Intrón A) 
Aprobado en los Estados Unidos como una terapia para hepatitis B crónica en 1992 
se piensa que su mecanismo de accion es afectar la replicacion vital y es un 
inmunomodulador ya que regula las citoquinas envueltas en la respuesta a infeccion 
Algunos factores que favorecen el exito de la terapia =luyen bajos niveles de ADN 
WEB disminución de los niveles de transaminasas ausencia de fibrosis en la biopsia 
hepática, sexo femenino y ausencia de confección con VIII Las contraindicaciones 
para el uso de interferon alfa 2b incluyen la previa neutropenia, trombontopenia, 
depresion incontrolada severa cirrosis descompensada y abuso de drogas y alcohol 
Debido a que el interferón al& 2b tiene muchos efectos colaterales la tolerancia es un 
problema en muchos pacientes 
En estudios de respuesta al tratamiento el 46% de los pacientes tratados tienen 
al I-MeAg en los pnmeros 5 años despues del tratamiento Los ano 
HBs se desarrollan en el 8% de los pacientes tratados A traves de estudios de 
seguimiento despues de 5 a 10 anos del tratamiento la negatividad se mantiene del 
HBeAg Las tasas de respuesta y durabilidad son bajas en ninos y asiaticos El 
seguimiento a largo plazo de los efectos del tratamiento con IFN alfa 2b ha 
demostrado dos patrones de beneficio diferentes 
• Reduccion en la mortalidad por HCC en pacientes asiáticos 
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Dammucion en la mortalidad por cirrosis descompensada en Norte América y 
Europa 
La duracion de la terapia recomendada en pacientes HBeAg positivos es de 16 
semanas y un año en HBeAg negativos El costo de 16 semanas de tratamiento en 
Estados Unidos es de $5 600 00 aproximadamente 
Esta terapia no esta recomendada en menores de 1 año de edad y el paciente tratado 
requiere de monitoreo chille° y evaluaciones de laboratorio 
F 22 Lamwudme (Epww) 
Es un analogo de nucleosido que fue aprobado linealmente para el VIII y luego en 
1999 se aprobó para VHB Este agente competitivamente inhibe la trancnptasa 
reversa, finalizando la extension de la cadena de ADN proviral Un estudio doble 
ciego en chinos mosto el mejoramiento Instologico sustancial despues de un año de 
tratamiento en pacientes adultos lo cual fue prontamente seguido por un estudio en 
Estados Unidos que demostro la disminución de los niveles de ADN VHB 
disminucion de los niveles de transaminasas y pérdida del HBeAg en pacientes 
adultos con hepatitis B croma Un estudio mas reciente mosto que lamivudme 
tamblen es efectivo en nmos con infeccion croma por VHB 
La accion de la larnmdina (2-deoxi 3 taca -alma) esta dirigida pnnetpalmente a 
nivel del sitio activo de la polimerasa del VHB en el cual se localiza un locus con la 
secuencia de aminoácidos trosas, metionina, aspartato aspartato (locus YMDD) 
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este locus permite la union del analogo de nucleósido activado para asi evitar la 
actividad de transcnptasa reversa de la polimerasa Las mutaciones en este locus 
pueden ser responsables del desarrollo de resistencia al efecto antiviral de los 
nucleosidos 
La lamivudina se activa mediante tnfosfonlación unracelular Una vez activada 
inhibe la polunerasa vira' y logra incorporarse a las cadenas nacientes de ADN 
produciendo una ternunacion de las cadenas Al inhibir la HBV polimerasa tambien 
logra bloquear la achvacion de transcnptasa reversa necesana para la replicación 
vira! Estudios aleatorios controlados han demostrado que la lamivudina produce una 
respuesta virologica sostenida con desapancion del ADN VHB y seroconversion de 
HBeAg a ami Iffle en 20 30% de individuos tratados por 12 meses El estudio 
histopatologico postratanuento tambien muestra mejona de la actividad 
necromflamatona Es un medicamento muy bien tolerado y libre de efectos 
secundarios significativos (2) Las ventajas de larnivudine frente a 1FN alfa 2b 
incluyen la administración oral alto grado de tolerancia y segundad en pacientes con 
cirrosis descompensada Lamivudine puede ser usada como terapia de primera linea o 
seguido de la acción fallida del IFN alfa 2b Las desventajas incluyen incertidumbre 
sobre la duración de la terapia y la duracion de la respuesta a largo plazo Ademas las 
cepas resistentes a lamivudine se desarrollan en un 15 20% de los casos durante la 
terapia, debido a mutaciones del locus YMDD En este caso hay reactivacion de la 
infeccion con reapancion del ADN VHB en el suero y elevacion de las 
aminotransferasas La duracion recomendada de la terapia en HBeAg positivos es de 
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un año y más de un año en liBeAg negativos El costo aproximado de la terapia por 
mes es de $15600 en Estados Unidos 
F 2 3 AdefovIr dzinvonl (Ilepsera) 
En el año 2000 se notó que esta droga era efectiva en la supresión de cepas de VHB 
que desarrollaban resistencia a lanuvudme En septiembre de 2002 file aprobado 
como un análogo de nucleósido para el tratamiento de la infección por VHB 
Dos estudios dimos recientes en pacientes HBeAg negativos y en HBeAg positivos 
demuestran un significativo mejoramiento en la histología, marcadores virológicos y 
bioquinucos después de 48 semanas de tratamiento no se ha observado resistencia a 
adefovir dquvoxil Debido a la tolerancia y ruta oral de administración es posible que 
reemplace al IFN-alfa 2b como terapia de pnmera linea en mayoría de pacientes 
La duración de la terapia recomendada es de 1 año y el costo aproximado por mes es 
de $528 00 Esta droga no está probada por la FDA para uso en ruños 
Otros medicamentos como el mterferón pegahtida al& 2a y entecavir también están 
aprobados para el tratamiento de personas con hepatitis B crónica Las mujeres 
embarazadas no deben usar estos medicamentos Tomar alcohol puede empeorar la 
enfermedad del hígado 
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F 24 Pegasys 
Es un medicamento producido por Boche un peg interferon al& 2a (40 KDa) para el 
tratamiento de la hepatitis B croma Su uso aplica para las dos formas de cronicidad 
HBeAg positiva y BBeAg negativa y sus resultados se fundamentan en uno de los 
mayores programas de desarrollo chnico jamas realizados sobre la hepatitis B con 
tres estudios dimos mundiales en los que participaron mas de 1 500 pacientes 
Estos estudios pusieron de manifiesto que Pegasys era supenor a los dos tratamientos 
de pnmera linea recomendados en la actualidad el interferon al& y la lamivudina, ya 
que tiene un mecanismo de accion doble estimula el sistema mmunitano e inhibe la 
replicacion vinca Su comercializacion se aprobó a partir de diciembre de 2004 en 
Suiza 
En la hepatitis croma, Pegasys se administra una vez por semana, en inyección 
subcutanea de 180g durante un penodo de 48 semanas (Roche Fauna 2004) 
F 2 5Tratannento con Cnoquinas 
Debido a que el tratamiento combinado basado en la estimulacion de la inteligencia 
inmune es la clave para tratar la infeccion cronica por el VHB se han realizado 
multiples investigaciones para el estudio de diferentes citocinas en la inhibicion de la 
replicacion viral Se ha demostrado que la interluquina 2 el factor de necrosis 
tumoral y el interferon alfa inhiben especificamente la expresion de la transcnpcion 
vira] en el higado Mas aun se ha demostrado que la interluquina 12 inhibe la 
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replicacion viral supnmiendo la transcnpcion viral y el nivel de postranscnpcion a 
naves de la induccion de la degradacion de la capside viral por medio de la secrecion 
del factor de necrosis tumoral alfa y del interferon gama a nivel hepatico Estudios 
recientes han demostrado el efecto antunfiamatono de la interluquina 10 evitando la 
posibilidad de evolucion hacia fibrosis y cirrosis hepatica. 
G PREVENCIÓN / PROFILAXIS Y VACUNA CONTRA EL VHB.  
Las recomendaciones de la OMS sobre las medidas para prevenir la infeccion por VHB 
incluyen 
> Protocolos de estudio de la sangre y productos hemodenvados a nivel mundial 
> Destruccion de las agujas desechables y estenlizacion adecuada de matenales 
reutilizables como por ejemplo instrumentos quirurgicos o dentales 
> Tomar medidas de precaucion universal y tecmcas de barrera (uso de equipos 
estenles uso de guantes y uso de protección ocular/facial) 
> Educacion acerca de los nesgos de utilizar equipos inadecuadamente estenlizados 
o sin esterilizar 
La profilaxis usando mmunoglobulina de Hepatitis 13 (HBIG) comunmente usada 
despues del transplante de Fugado para prevenir la infeccion del nuevo higado es un 
metodo efectivo en proveer temporalmente protección pasiva para la hepatitis B 
75 
En caso de que una mujer este embarazada debe hacerse una prueba de sangre para 
detectar la hepatitis 13 A los bebes nacidos de madres infectadas con el VIII3 se les debe 
dar la HBIG y la vacuna en un periodo de 12 horas despues del nacimiento 
El personal sannano no vacunado que sufra una lesion causada por una aguja de un 
paciente infectado por VHB tamblen debera recibir HBIG e iniciar la serie de vacunacion 
contra la hepatitis 13 
G 1 Vacuna contra el VH13 
Descrita por el CDC como la pnmera vacuna contra el Cáncer' la vacuna contra la 
hepatitis 13 previene la enfermedad de la hepatitis B y las graves consecuencias que la 
enfermedad genera como el cáncer de hígado Las comunidades medicas cientificas y de 
salud publica favorecen firmemente el uso de la vacuna contra hepatitis 13 como un modo 
seguro y efectivo de prevenir la enfermedad y la muerte 
Una reaccion alergica sena ya sea a la pnmera dosis de la vacuna contra la hepatitis 13 o 
alguno de los ingredientes de la vacuna, es una contraindicacion a las dosis adicionales de 
la vacuna contra la hepatitis B Las vacunas recombinantes aprobadas para su uso en los 
Estados Unidos son sintetizadas usando Saccharomyces cerevisme 
 (levadura comun para 
cocinar) en el cual se ha insertado un plastrudo que contiene el gene para el HBsAg El 
HBsAg punficado se obtiene al lisar las celulas de levaduras y separar el 1113sAg de los 
componentes de levaduras por mecho de técnicas bioquimicas y biofisicas Las personas 
alergicas a la levadura no deben recibir vacunas que contienen levadura 
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Los datos cientificos muestran que la vacuna contra la Hepatitis B es segura para bebes 
nmos y adultos no existen evidencias confirmadas de que la vacuna cause enfermedad 
El protocolo habitual es una sene de tres dosis mtramusculares de la vacuna, 
administradas durante un periodo de seis meses vacuna inicial repeticion a los 30 dias y 
tercera dosis a los seis meses Este régimen induce una respuesta de anticuerpos adecuada 
en mas de un 90% de los adultos jovenes sanos y en mas del 95% de los lactantes niños y 
adolescentes (hasta los 19 años) La mmunizacion es uno de los medios médicamente 
mas eficaces y con mejor relacion de costo-eficacia para controlar la hepatitis s'inca 
Los paises que cuentan con programas de vacunacion universal estan siendo testigos de 
descensos espectaculares en el numero de hepatitis cromas por VHB y de las patologias 
asociadas (Abbott Cientifica) 
Los datos actuales demuestran que los niveles de anti 1113s pueden disminuir con el paso 
del tiempo sin embargo la memona inmune (respuesta anti HBs anamnesica) permanece 
intacta en forma permanente despues de la vacunacion de manera que las personas con 
niveles de anticuerpos dismminclos todavia estan protegidos contra la enfermedad duma 
y la enfermedad cronica La respuesta inmune frente al VHB postenor a la vacuna tiene 
un importante factor individual por lo que se recomienda determinar la presencia de anti 
HBs postvacunacion en determinados grupos 
Se recomienda realizar ant, HBs en 
> Personal de Salud 
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> Recien nacidos de madres infectadas con VHB 
> Parejas sexuales de personas con infecaon croma por VHB 
> Individuos mmunodepnnudos 
A nivel internacional algunos paises recomiendan determinar los niveles cuantitativos de 
anti HBs con el fin de 
> Seleccionar individuos para determinar la necesidad de vacunacion inicial 
> Establecer el nivel inicial de ant HBs de un individuo despues de la serie de 
vacunacion 
> Determinar si la revacunacion es necesana debida a una respuesta inadecuada a la 
serle inicial de vacunacion 
> Valorar la recuperacion de la infeccion por VHB 
> Valorar la respuesta positiva al tratamiento 
La salud de un individuo en el momento de la vacunacion afecta su respuesta a la vacuna 
e influye sobre la apancion y duracion de la inmunidad Los factores que influyen 
negativamente sobre la capacidad de un individuo para hacerse inmune frente a la 
hepatitis B como resultado de la vacunacion influyen 
> Edad avanzada 
> Obesidad / tamano corporal 
> Tabaquismo 
> El 40 50% de los pacientes severamente inmunodepnmidos no responde a la 
vacuna (ej pacientes en dialisis) 
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11. EPILDEMIOLOGIA 
La hepatitis B es un seno problema de salud publica, mas de 300 millones de personas 
son portadores del virus de hepatitis B y segun datos de la OMS representa la novena 
causa de muerte en el mundo El VHB es responsable de 40% de los casos de hepatitis 
agudas en nuestro medio y la infeccion crontca causa del 5 10% de los casos de 
enfermedad hepatica cronica (CLD) y cirrosis en los paises occidentales Por otra parte es 
una mdicacion relativamente frecuente de trasplante hepatico 
Alrededor del mundo la prevalencia de posa:IN/dad por HBsAg en paises va desde O% 
hasta tasas que exceden el 20% (Ver Fig 12) 
La infeccion por VHB en paises industrializados ocurre predommanternente en adultos 
donde el curso clinico se ve mas frecuentemente en mfeccion aguda 
En paises de menos recursos ocurren frecuentemente infecciones cromas llevando a una 
alta tasa de prevalencia de infeccion por hepatitis B en tales amas Un alto numero de 
niños y jovenes estan infectados de los cuales el 90% de los niños son infectados desde 
su nacimiento y 30% de los =os por debajo de 5 años no pueden clarifica? el virus 
completamente y continuan cron 'cemente infectados por el resto de sus vidas Panama se 
encuentra en la lista del CDC como pais de ~enea con prevalencia? 2 0% junto con 
Belice Guatemala y Honduras (CDC Home Page) 
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Geographic Distribution of Chronic HBV infection 
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Figura 12: Muestra la distribución geográfica de la infección crónica por V1-113 a nivel 
mundial, según la prevalencia de FlBsAg. Datos de la OMS hasta 1996. 
http:/www. cd c. go v 
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CAPITULO II 
MATERIALES Y METODOS 
A continuacion se descnbiran en orden alfabético los materiales y reactivos y la 
metodologia utilizada para la realizacion de este proyecto 
A Material necesario para captacion del Donante v para Toma y Envio de Muestra  
1 Cnoviales para la separacion de suero anti Ifficore positivo 
2 Formulario de Recoleccion de Datos (Ver Anexo) 
3 Gradillas 
4 Guantes de latex 
5 Hielera. 
6 Hoja de Consentimiento Informado (Ver Anexo No 6) 
7 Pads congelados 
8 Tubo Plastic° para 5m1 con EDTA, tipo Vacutainer marca Becton & Dickinson 
B Material necesario para el Procesamiento de las Muestras Anti Ifficore Positivas 
B 1 Fase Serológica 
13 1 1Matenales 
1 Bandeja pan descarte 
2 Copas desechables para servir suero en equipo Vivos Ecl (marca Ortho Clinical 
Diagnostics) 
3 Gradilla 
4 Guantes de latex. 
5 Hoja para reportar resultados 
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6 Puntas desechables para aspirar el suero en equipo Vitros Ea (marca Ortho 
Cluucal Diagnostics) 
7 Reactivos para equipo Vitros Eci (Ver Tabla No 2) 
B 1 2 Equipos de la Fase Serológwa  
1 Centrifuga para separacmn de suero 
2 Equipo de Quinnolummiscencia Vitros Eci de Jhonson & Jhonson 
B.2 Fase Molecular 
A contmuacion se listan en orden alfabetico todos los matenales y reactivos que 
son necesarios para la Extraccion de ADN de suero Amplificación para PCR y 
NESTED PCR, y para la medición de la carga vital en el Equipo Cobas 
Amplicor 
B 2 1Reactiyos 
1 Agarosa 
2 Agua destilada 
3 Agua libre de nucleasas 
4 Alcohol al 95% 
5 Bromuro de Eticho 95% 
6 ADN off (limpieza de las arcas) 
7 Etanol 70% 
8 Hipoclonto 
9 Isopropanol 90% 
10 Go Taq Green Master DAD( de Promega * 
11 Pnmers o cebadores ** 
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12 Pnmers GAPDH 
13 Protemasa K 10 mg/di 
14 Kit de COBAS AMPLICOR HBV MONITOR Test de 48 determinaciones 
P/N 03610110 190 que contiene 
> Reactwos para preparacion de las muestras 
> Reactwos de Control 
> Reactwos de Arnplificacion 
> Reactwos Especificos de Deteccion 
15 Kit de Extraccion de ADN Gentra Systems Blood Kit Part No D 5500 que 
contiene 
> Solucion de Hidratamon de ADN 
> Solucion de Precipitamon de Protemas 
1 Solucion de Lisa de Celulas 
2 Solución de Lisis de Glóbulos Rojos 
16 Tampon TSE 10 X y O 5X (Tns/ Acido Bónco/ EDTA) 
B 2 3 Matenales 
I Bolsa sellable 
2 Buffer de carga (Loading buffer) 
3 Cajas de congelacion 
4 Contenedor para hielo de boca ancha. 
5 Cnoviales de 05 ml 
6 Cnoviales de 1 5 ml 
7 Erlenrneyer 
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8 Flotadores para cnoviales 
9 Gasas 
10 Gradillas para cnoviales de I 5 ml 
11 Guante contra calor 
12 Guantes de latex desechables libres de polvo 
13 Kimwipes 
14 Marcador Permanente 
15 Marcador de Peso Molecular de 100 pb Qblogene 
16 Micropipetas Thermo Labsysterns ajustables de 20 200 ul de 110 ul y de 
100 1000u1 
17 Papel Parafilm 
18 Papel Toalla 
19 Peines 
20 Probeta graduada de 100 ml 
21 Pipetas de transferencia con punta fina, estenles 
22 Puntillas con filtro de 20 200u1 1000u1 1 1 Oul 
23 Tijeras 
24 Tubos tipo Sarstedt con tapa de rosca para 1 5 ml 
* GoTaq OD Master nom es una mezcla de buffer dNTPs MgC1 2, y Taq Polimerasa 
**La secuencia de pnmers se descnbira mas adelante 
B 24 Equipos 
1 Analizador COBAS AMPLICOR. 
2 Agitador Vortex 
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3 Balanza Anal inca 
4 Bano Mana de 37 C 
5 Camara de Electroforesis Honzontal Owl modelos B1 y B3 Ver Anexos 
6 Cámara o cabina para Extraccion de ADN con luz ultravioleta 
7 Camara de Flujo Laminar NUAlRE clase 11 Tipo A/B3 
8 Computadora con Software AMPLILINK 
9 Congelador a —20 C 
10 Destilador de agua 
11 Impresora 
12 Fuente de Poder E C modelo EC 105 
13 Maquina de hacer hielo 
14 Microcentnfuga de alta velocidad modelo Microtnax, Termo rEc 
15 Microondas General Electnc 
16 Refrigeradora de 2 8°C 
17 Reloj 
18 Sistema Fotodocumentador UVP modelo M 20 
19 Termobloque 
20 Termociclador Gene Amp PCR System 2700 y Techne de Flexigene modelo 
FFGO2HSD 
C Preparación de Soluciones 
C 1 Tampon TBE O 5X  
TBE 10X 	 50m1 
Agua destilada 	 950m1 
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C 2 Gel de Agarosa 2%, 
Agarosa 
	
1 gramo 
TBE O 5X 	 50m1 
D Metodología  
A continuacion se descnbira la metodologia que se sigui° en cada fase del estudio 
Tipo de Estudio Estudio Descriptivo 
D 1 Fase de Muestreo 
D 1 1  Universo De Estudio  
Donantes de 6 bancos de sangre de la Republica de Panama 
El cnteno de seleccion de los Bancos de Sangre fue escoger aquellos que manejan un 
elevado numero de donantes en el pais y por tanto la mayona de unidades ami REIc 
positivas a excepcton del Banco de Sangre de Changumola Este se Siglo debido a la 
elevada seroprevalencia del marcador anti RBc en las unidades de sangre donadas 
D 1 2  Calculo de la muestra  
Se realizo en base al numero total aproximado de donantes recibidos anuales 
N = población aproximada anual de donantes = 45 000 
n = muestra, subconjunto de la población N 
V2= vananza de la poblacion Su definición (Se) cuadrado del error estandar 
52= vananza de la muestra expresada como la probabilidad de ocurrencia de y 
Se= error estandar =0015 
Calculo del tamano provisional de la muestra 
n =2 / V2S2 = p (1 	 O 9(l 0 9)= 09 
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V 2= (O 015)2 = O 000225n = 0 09/0 000225= 400 
n=  n 	 = _400 	 =396 
1+ n /N 	 1+400/45000 
Este es el procedimiento para obtener una muestra probabillstica determinar su tamaño 
con base a una población estimada (Sampien R. et al 2000) 
D I 3 Procedencia de la Muestra  
Se incluman en el estudio 400 donantes que aceptaran la participación chstnbuidos asi 
150 donantes en el año 2005 50 del Banco de Sangre del Hospital Rafael Hernández, 50 
del Hospital José Domingo de ()baldía y 50 del Hospital de Changumola. En el año 2006 
50 del Hospital Manuel Amador Guerrero en Colón y 100 del Hospital Santo Tomás y en 
el año 2007 100 donantes del CHMAAM. 
D 14 liewlevraóalknatta 
A los donantes que pasaban el filtro del médico del Banco de Sangre se les preguntaba si 
deseaban participar en un estudio con una breve explicación del mismo Si el donante 
aceptaba, entonces firmaba el consentimiento informado (Ver Anexo 6) y al finalizar la 
donación llenaban el Formulano de Recolección de Datos Ver Anexo 7 
Para la tabulación de los datos obtenidos se utilizó el programa Excell 
D 1 5 Toma de Muestra. 
A todos los donantes incluidos en el estudio aparte de los tubos que son tomados para la 
donación regular se les tomó una muestra de sangre anticoagulada con EDTA, con el 
objeto de mantener plasma de reserva. Las muestras de suero de los mit' HBc+ que se 
colectaron en los Bancos de Sangre se conservaron en el ICCIES LCRSP en congelación 
a 20°C hasta la determinación de los marcadores serológicos 
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D 1 6 Cntenos de Inclusión 
Muestras anti Iffic+ de donantes captados en los 6 Bancos de Sangre elegidos para el 
estudio en el penodo comprendido desde julio de 2005 hasta mayo de 2007 
D 1 7 Cntenos de Exclusion  
> Muestras que lleguen sin refngeracion 
> Muestras hemolizadas 
> Muestras contaminadas 
> Muestras que lleguen sin el formulan° de recoleccion de datos completo 
D 2 Fase Serológica 
D 2 1 Pruebas Serologicas  
Inicialmente se realiza la confirmacton de anti HBc y HBsAg por medio de la tecnica de 
Quinuoluminiscencia Amplificada (Ver Fig 9 Pag 45) 
Se determinaran marcadores serólogicos no tradicionales como el IlBeAg anti HBs y 
anti HBe a todas las muestras anti HBc positivas por el metodo de quirmolummiscencia 
amplificada en el equipo Vitros Ea (Ver Anexo No 4) 
Debido a que el ICGES LCRSP se encarga de la confirmacion de las muestras anti HBc 
positivas de los bancos de sangre en el Banco de Sangre se separo una cantidad de suero 
anti HBc positivo para este estudio la cual fue enviada al ICGES LCRSP como se hace 
usualmente 
En este punto necesitábamos como minimo 250 ul de muestra, que es la cantidad que 
absorbe el equipo para analizar todos los parametros (anti HBe HBeAg anti HBs anti 
HBc y HBsAg) sin embargo la copita debe estar por lo menos con 400 ul para que la 
sonda de aspiracion no tenga problema de formacion de burbujas al aspirar 
88 
Antes de utilizar el equipo Vivos Eci se deben calibrar los parámetros y almacenar los 
datos de los lotes de los reactivos utilizando las tarjetas magnéticas que vienen en cada 
caja de reactivo y calibrador 
El equipo no permite la comda de muestras mientras se realiza la calibración, ésta 
demora aproximadamente 1 hora por parámetro y se pueden calibrar vanos parámetros a 
la vez 
Una vez finalizada la calibración se procede a programar las muestras y los controles 
El equipo automatizado permite la medición de todos los parámetros tomando la muestra 
de una sola copa. Este equipo evita la contaminación cambiando las puntillas entre cada 
copa de muestra aspirada en otros equipos la sonda se lava entre cada muestra, sin 
embargo se mantiene el nesgo de contaminación 
Las muestras y controles se programan a través del teclado y se ubican en carruseles que 
tienen una capacidad de hasta 10 copas 
El equipo envut mensajes segun la condición de la muestra es decir si hay burbujas si 
tiene coágulo o si hay poca cantidad 
En aproximadamente 55 minutos se obtienen los resultados 
A continuación se puede descartar o bien rescatar' el resto del volumen de suero que 
no fue absorbido 
La interpretación del resultado de cada parámetro es diferente y el equipo lo proporciona 
directamente El cálculo de los resultados de cada parámetro se muestra con más detalle 
en la Tabla 3 en el Anexo No 8 
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D 3 Fase Molecular 
D 3 1 Extracaon de ADN  
Para este paso se utilizo el kit de extraccion de Gentil Systems Puregene® DNA 
Punfication Kit Pan. No D 5500 
El procesamiento de una muestra de suero para extraccion de ADN mcluye los siguientes 
pasos 
» Lisis de celulas 
> Precipitacion de Protemas 
> Precipitacion de ADN 
> Ihdratacion de ADN 
Antes de iniciar el procedimiento de extraccion de ADN se debe asegurar la limpieza del 
ares limpiando la mesa de trabajo con alcohol al 95% prefenblemente debe existir un 
ares destinada a este fin si no existe se puede trabajar en una cámara de flujo laminar 
Debemos buscar todos los insumos necesanos y tenerlos a la mano al igual que dentro 
del ares de extracaon debe haber vortex, microcentrifuga y un envase para descarte 
La extraccion de ADN se realizo a partir de 100 ul de suero y la cantidad de ADN 
producido es aproximadamente de 0 2 5 ug de ADN 
D 3 2  Lisis de Celulas 
1 Añadir 100 ul de suero en un cnovial estenl de 1 5 ml y debidamente rotulado que 
contenga 500 ul de Solucion de Luis de Celulas Pipetee vanas veces para mezclar 
2 Para lograr una mayor produccion se anade 6 ul de Protemasa K (10 mg/m1) y se 
incuban los tubos a 37 C toda la noche en un baño mana ** 
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**Esta parte del procedimiento se modificó obtemendose mejores resultados El 
protocolo comercial decia que habla que incubar a 65° por 15 minutos o a 55 0  por 1 hora. 
D 3 3 Precipitacion de Protemas 
1 Se dejan enfriar los cnoviales a temperatura ambiente 
2 Añadir 200 ul de Solucion de Precipitacion de Protemas al limado 
3 Se da vortex a alta velocidad por 20 segundos para que la solucion de 
Precipitacion de Protemas se mezcle uniformemente con el lisado 
4 Se colocan los cnoviales en bailo de hielo por 5 15 inmutes 
5 Se centrifuga a 13 000 —16 000 x g por 3 minutos Las protemas precipitadas 
forman un boten compacto 
D 3 4 Preapitacion del ADN 
1 Se pasa el sobrenadante que contiene el ADN (dejando alzas el botón precipitado) 
a un cnovial limpio de 1 5 ml debidamente rotulado que contenga 600 ul de 
Isopropanol 100% 
2 Se mezcla unas 50 veces por inversion y se lleva el tubo a temperatura ambiente 
por 5 minutos 
3 Se centrifuga a 13 000 16 000 x g por 5 minutos El ADN puede o no estar visible 
como un pequeño boten blanco dependiendo de su producoon 
4 Se retira el sobrenadante y se invierte el tubo brevemente sobre papel absorbente 
Luego se añade 600 ul de Etanol 70% y se invierte el tubo vanas veces para lavar 
el boton de ADN 
5 Se centrifuga a 13 000 16 000 x g por I minuto Cuidadosamente se retira el 
etanol 
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6 Se invierte el tubo y se deja secar sobre papel absorbente o gasa y se permite que 
el aire seque el tubo por 10 15 minutos 
D 3 5 Hidratacion del ADN  
1 Se añade 20 ul de Solucion de Hidratacion de ADN (con 20 ul se obtiene una 
concentracion de 100 ng/ul si la produccion es de 2 ug de ADN) 
2 Se rehidmta incubando el cnovial a 65°C por 5 minutos ** (Se modifico) 
3 Se almacenan los tubos a 4 C si se van a utilizar inmediatamente o al dm 
siguiente o se congelan a —20°C si es para uso postenor 
D 3 6 Amplificación del ADN 
D 3 6 1 Venficacion de la Presencia de ADN utilizando un Housekeepmg gene 
Luego de obtenido el ADN se procedera a su amplificación 
Inicialmente se tomaron muestras de ADN extraido al azar las cuales se amplificaron 
con cebadores espeaficos del gen humano de la GAPDH Estos cebadores de genes 
reporteros se utilizan para venficar la calidad de extraccion 
La secuencia de los pnmers es 
GAPDH 1 5 GGG GAG CGA GAT CCC TCC AAA ATC AAG TGG GG 3 
GAPDH 2 5 GGG TCA TGA GTC CTT CCA CGA TAC CAA AGT TG 3 
La mezcla de reaccion es 
Green Master114m 125 ul 
Agua 5 5 ul 
Pnmer 1 2 O ul 
Pnmer 2 2 O ul 
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Los tiempos y temperaturas de amplificación son los siguientes 
94 C x 5 mm 	 p preealentammnto 
94 C x 1 mm --p. desnaturalización 
52 C x 1 aun —t. 	 amdamtento 	 35 Cielos 
72 C x 1 mm 	 extensión 
72 C X10 min ---B• extensión final 
Los resultados de esta amplificación se mueshan en la Fotografía No 1 
Foto No 1 De izquierda a derecha se puede observar la banda que se obtiene (indicada 
por la flecha) de la amplificación con GAPDH, en 6 muestras tomadas al azar nótese en 
la sexta y séptima posición la ausencia de esta banda, en la sexta no hubo amplificación 
por lo que se deduce que no hubo extracción de ADN y la ultima es un control negativo 
Una vez comprobada la presencia de ADN mediante el procedimiento antenor hay que 
reconstituir los pnmers que se usarán para PCR y Nested Pa, los cuales vienen 
deshidratados 
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La reaccion de amplificacion se efectua con un pnmer par de pnmers diseñados para 
amplificar fragmentos altamente conservados de la region S que codifica el gen del 
antigeno de superficie y un segundo par de pnmers que codifica el gen de la cápside del 
VIAB (Lanford RE 1998 Zanper HL 1994) 
Se reconstituyen de manera que queden a una concentracion 100 umol 
La proporcion la da la concentración en nmol de cada pnmer (p e 22 5nmol (100) =225 
umol) este sera el stock de cada pnmer Esta dilucion de los pnmers se debe llevar a 
cabo en una cámara de flujo laminar y con puntas con filtro ya que es necesario evitar al 
mammo la contammacion de los pnmers 
De este stock, se preparan alicuotas que queden a 10 pmol 
Las Secuencias de los pnmers utilizados son las siguientes 
la ronda (PCR) 
HBVF1 (1735 1759) (5 ) 17C AAG CCT CCA AGC TGT GCC 176 G (3 ) Sentido 
HBVE2 (2274 2294) (5 ) TCT GCG ACG CGG CGA TTG AGA (3 ) Anfisentido 
Tamaño del fragmento esperado 560 pb 
(Zawer y col 1994 Lanford y col 1998) (Liang T 1989) 
2a ronda (Nested) 
HBVF3 (1884 1904) (5 ) CCT TGG GTG GCT 17G GGG CA (3 ) Sentido 
HBVE4 (2274 2295) (5 ) AGG ATA GGG GCAT TTG GTG GTC TAT A (3 ) 
Antlsentálo 
(Zawer y col 1994 Lanford y col 1998) 
Tamaño del fragmento esperado 411 pb 
Una vez se tienen los pnmers alicuotados se procede a preparar la mezcla de reacción 
para PCR 
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Mezcla de Reacción para PCR 
Master Mix 
1120 
Pnmer FI 
Primer F2 
12 
5 
5 ul 
5 ul 
2u1 
2 ul 
El volumen final en cada tubito debe ser de 25u1 de manera que se toman 3 ul del ADN 
eximido para completar la mezcla de reaccion 
Una vez finalizada la mezcla de reaten:1n se procede a llevar el tubito al Termociclador el 
cual previamente se le ha programado el protocolo de amplificamon para la PCR. 
D 3 6 2 Protocolo de Amplificamon para PCR y Nested PCR, 
El protocolo de amplificacion se sigui() en base a otro previamente estandarizado por la 
Dra Cnstma Gutierrez, del IVIC en un estudio en donde se comparo la detecmon de 
ADN del VHB por PCR, mediante la utilizacton de diversos conjuntos de pnmers 
El proceso de amplificacion dura aproximadamente 3 horas Ver Tabla 3 
Chin , 
1 CICLO 
Te11111. 
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TICIIIIIn 
4 mm 
55 I mm 
72 I 5 mi 
95 I mixt 
5 CICLOS 55 1 nun 
72 I 5 min 
90 1 mui 
35 CICLOS 55 1 nun 
72 I 5 nun 
Extensión Final 72 4 mm 
Cuadro No 1 Descnbe el protocolo de amplificacion de la PCR. 
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Para la PCR anidada, el producto de esta arnplificacion se diluye 1/100 tomando 1 ul del 
producto amplificado con 99 ul de agua libre de nucleasas en un tubito de 0 5 ml limpio 
y debidamente rotulado La sensibilidad de la PCR anidada es de 10 copias de ADN de 
VHB/ ml de plasma 
Mezcla de Reaccton para la Nested PCR 
Se prepara una nueva mezcla de reaccion ahora con los pnmers F3 y F4 
Master Mix 12 5 ul 
H20 5 5 ul 
Pnmer F3 2 ul 
Pnmer F4 2 ul 
Se toman 3 ul del producto de PCR diluido y se lleva a 25 ul de volumen final con 22 ul 
de la mezcla de reaccion 
El Protocolo de amplificacion de la PCR anidada es el siguiente 
Ciclo ,: 	 Tent p. •(,. 	 Tiem po 
95° 4 mm 
1 CICLO 55 1 25 min 
72° 1 5 min 
95° 1 mm 
5 CICLOS 55 1 min 
72 1 5 min 
90° 1 min 
25 CICLOS 55 1 25 nun 
72° 1 5 ruin 
Extension Final 72 	 5 mm 
Cuadro Nol Descnbe el protocolo de amphficacion de la Nested PCR 
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Se hizo una corrida en gel de Agarosa al 2% para verificar el tamaño del fragmento 
esperado 
D 3 7 Detección de los Productos Amplificados 
Al concluir el tiempo necesario para que ocurra completamente la PCR se procedera a la 
deteccion de los productos amplificados mediante una electroforesis en gel de Agarosa al 
2% 
D 3 7 1 Electroforesis en Gel de Agarosa 
• Preparación del gel de agarosa 
1 Pesar 2g de Agarosa 
2 Tomar un Erleruneyer y agregar en él 100 ml de tampon TBE 0 5X 
3 Se agrega la agarosa en el erlenmeyer y se disuelve colocandolo en el 
microondas se calienta por 30 segundos y luego se saca con cuidado utilizando 
el guante protector contra calor se revuelve y se coloca por 20 segundos más al 
retirarlo se debe observar la mezcla transparente y libre de burbujas 
4 Se deja refrescar hasta que se soporte el contacto con la piel (aprox 50-60°C) y 
luego se agregan 10 ul de Bromuro de Eticho se mezcla bien y se tapa con un 
papel de aluminio para evitar el escape de los vapores 
D 3 7 2 Armado de la Camara de Electroforesis 
Para formar el gel primero se debe armar el molde colocando éste en el centro de la 
cámara en la posicion que cierra el molde con las paredes de la camara 
1 Se ajusta el peine en la ranura del molde destinada para este fin 
2 Se añade la mezcla de agarosa dentro del molde preparado 
3 Se deja polimenzar la agarosa completamente 
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4 Una vez finalizada la pohmenzación se retira el peine y el molde se coloca en 
posicion para la comda electroforética 
D 3 7 3 Colocación de las muestras en el gel de agarosa y electroforesis 
1 Antes de colocar las muestras en el gel se deben anotar las posiciones que ocuparan 
las muestras controles y marcador de peso molecular en el gel 
Al colocar los productos de amplificación de cada muestra en el gel se coloca primero el 
producto de PCR e inmediatamente el producto amplificado de la Nested de la misma 
muestra 
2 Se llena la cámara con tampón TBE O 5X, hasta cubrir el gel 
3 Se toman 10 ul de los productos amplificados de la Nested PCR y se carga en el pozo 
respectivo sin producir burbujas y sin sobrepasarlo usando una micropipeta 
ajustable 
4 Se conectan los cables de la camara de electroforesis a una fuente de poder de 
manera que el polo negativo quede en la dirección de los pocillos 
5 Se ajusta el voltaje de la fuente de poder a 90 voltios 
6 La comda se detiene cuando el frente de color se encuentra de 1 2 cm del final del 
gel 
7 Al finalizar la c,omda, se apaga la fuente de poder y se toma el gel con guantes y se 
lleva al sistema fotodocumentador 
8 Se registra la corrida electroforética fotografiando el gel y guardando la imagen en un 
disco 
D 3 8 Análists Cuantitativo de las Muestras Positivas por PCR y Nested PCR 
mediante la prueba Cobas Amplwor MEV Monitor 
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Una vez conocidos los resultados de la amplificación por PCR y Nested PCR, se procede 
a realizar la cuantificamon del ADN del VHB utilizando el kit de COBAS AMPLICOR 
HBV MONITOR La sensibilidad de este método es de 60 Ul/m1 o 300 copias de ADN 
de VHB 
Pasos necesanos para la cuantificacion se deben seguir estnctamente las indicaciones 
del inserto 
Inicialmente las muestras a analizar deben haberse mantenido congeladas a 20°C 80 C 
hasta por 6 semanas 
1 La cuantificacion conlleva tres pasos 
• Preparacion de los reactvos 
• Preparación de las muestras y controles 
• Amplificación 
3 La preparacion de los reactvos se debe realizar en el área de pre amplificacion 
(puede ser en una cabina sm flujo laminar pero debe tener luz ultravioleta y luz 
blanca) 
4 Primero se limpia toda el área con una gasa o papel toalla humeda con lepe, 
incluyendo los soportes para los anillos Ay las micropmetas 
5 Anillos soporte de los anillos micropmetas gradilla y tubos tipo Sarstedt deben 
permanecer dentro de la cabina y se exponen a la luz ultravioleta por 15 minutos 
6 En estos 15 minutos se colocan los reactivos de extraccion de ADN (HBM LYS 1 
liBM LYS 2 Y HBM LYS 3 NHP) EIBM QS y controles del kit, dentro de otra 
cabina con flujo laminar que debe estar limpia y que se usará para el paso de 
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Preparación de las muestras y controles Las muestras se deben colocar a temperatura 
ambiente dentro de la Camara pero alejadas de los reactivas y controles 
Dentro de esta cámara debe haber un vortex y si es posible una nucrocentrifuga, 
también un envase para descarte con lejla 
Tambien se enciende el termobloque a 60°C 
7 Luego de este tiempo se comienza el proceso de preparacion de los reactivas 
siguiendo paso a paso el inserto inicialmente se prepara la mezcla maestra con Mg2+ 
y el HBM MMX, y se colocan 50 ul de la mezcla en los 12 tubitos del anillo A 
8 El anillo A se guarda en una bolsa plástica sellada y conserva a 2 8° C no má.s allá de 
4 horas 
9 La preparacion de las muestras y controles se realiza en el area de preampliflcación 
en la camera con flujo laminar 
10 Todos los reactivas y controles se les mezcla con el vortex por 5 10 segundos antes 
de su uso 
11 Se identifican los tubos tipo( Sarstedt de 1 5 ml que se usaran para controles y 
muestras y se les coloca una gula para que al centrifugar se sepa de que lado esta el 
botón 
12 Se añaden 50 ul de 1113M LYS 1 a todos los tubos incluyendo controles 
13 Se añaden 100 ul del NHP (plasma humano negauvo) a los tubos de controles y se 
mezclan por vortex 
14 Se añaden 100 ul de las muestras a los tubos rotulados de muestras y se mezclan por 
vortex por 5 10 seg 
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15 Con la marca de gula hacia fuera de la centrifuga, se colocan los tubos y se 
centrifugan a la maxima velocidad (12 500 16 000 g) por 5 minutos 
16 Con la pipeta de transferencia se descarta el sobrenadante cuidando de no tocar el 
botón 
17 Se añaden 25 ul de los controles negativo positivo bajo y positivo alto a los tubos 
rotulados para controles 
18 Se prepara el reactivo 2 de tisis de trabajo añadiendo 50 ul del IBM QS a un tubo de 
HBM LYS 2 se mezcla bien con vortex y se añaden 100 ul de la mezcla a todos los 
tubos y se mezclan nuevamente por vortex intentando disolver el botón, no es 
necesario disolverlo totalmente 
19 Se incuban los tubos a 60°C por 1 hora 
20 Luego de este tiempo se añaden 100 ul de HBM LYS 3 a cada tubo y se mezclan por 
vortex y se incuban a 100°C por 10 minutos 
21 Después de este tiempo se centrifugan todos los tubos por 15 mm a 12 500 16 000 g 
a temperatura ambiente 
22 Se saca el anillo A de la refrigeradora y se le añade 50 ul de las muestras y controles 
procesados a cada tubito que contiene la mezcla maestra 
23 Se tapan los tubitos y se identifican las posiciones en un mapa con el diagrama del 
anillo 
24 En el área de post amplificación en donde se encuentra el analizador COBAS 
AMPLICOR (Ver Anexo No 5) previamente se debe haber hecho el mantenimiento 
diario y se carga el equipo con los reactivos especificos en su respectivo espacio y los 
reactivos genencos que también son necesarios para la deteccion 
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25 Se programan las posiciones del anillo de las muestras y controles y se introduce el 
numero de Ul especifico del lote del estándar de cuantificacion del HBV y los rangos 
de control positivo bajo y alto que se proporcionan en la tarjeta de datos que viene en 
el kit. 
26 El analizador realiza automaticamente las tareas de amplificacion dilución del 
amplicón y deteccion 
27 Los resultados se expresan en Ul de ADN del VH13 por inl (Ul/m1) 
D 3 8 1 Cálculo de los Resultados del Análisis Cuantitativo de ADN de VHB 
Para cada muestra y control el analizador COBAS AMPL1COR determina 
automáticamente el titulo de ADN del VIIB de la siguiente manera 
• Selecciona todas las diluciones del amplicón del estándar de cuantificación QS y 
del amplicón objetivo que se encuentren dentro del rango de absorban= lineal 
del ensayo (A660 0 15 2 0) Al menos una dilucion del amplicón objetivo y una 
chlucion del amplicón del QS tienen que encontrarse dentro del rango lineal para 
calcular el resultado 
• El analizador determina si el valor de A660 para HBM QS es aceptable 
confirmando que los pasos de procesamiento amplificación y detección de las 
muestras se realizaron correctamente 
• Determina que las diluciones de los controles obtengan valores de A660 dentro de 
los rangos establecidos para que el ensayo sea valido 
• Genera una impresion de los valores de A660 de todas las diluciones del amplicon 
del VHB y del estandar de cuantificacion y el numero de Ul/m1 calculadas para 
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cada muestra y control El numero de copias se muestra en notacion científica 
debajo de la identificacion de la muestra en el impreso de los resultados 
La obtención de resultados fiables depende de una adecuada obtencion de las muestras y 
del uso de los procedimientos adecuados de transporte almacenamiento y procesamiento 
de las muestras Ademas de tomarse en consideracion que el uso de este producto debe 
limitarse a personal que haya recibido capaatacion en la teauca de Pelt 
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Capitulo III 
Resultados y Discusión 
A. Fase de Muestreo 
A.1 Procedencia de la Muestra 
El wuveiso de estudio lo conforman donantes que aceptaban participar en el estudio en 
los Bancos de Sangre seleccionados firmaban el Consentimiento Informado y llenaban 
voluntariamente el Formulario de Recolección de Datos Se incluyeron 339 donantes 
(85% de la muestra calculador de cinco Bancos de Sangre de cuatro provincias del país, 
Ver Tabla 6y Gráfico 2 Las encuestas y muestras de los donantes del Banco de Sangre 
del Hospital Santo Tomás fueron excluidas del estudio porque los formularios que 
llegaron estaban incompletos y muchos se perdieron, por consiguiente se aplicó uno de 
los cntenos de exclusión 
Tabla 6 Numero y Porcentaje de donantes Participantes, según Banco de Sangre. 
8~1~ brama ers~senatikst  
Hospital Materno Infantil José Domingo de Obaldla alinquí 50 (14 751 ) 
Hospital Regional Rafael Hernández Chuiqul 50 (14 7%) 
Hospital de Changuinola Bocas del Toro 95 (28%) 
Complejo Hospitalario Dr Arnulfo Arias Madrid Panamá 94 (27 7%) 
Complejo Hospitalario Dr Manuel Amador Guerrero Colón 50 (14 7%) 
Hospital Santo Tomás Panamá O (O%) 
Total 339 (100%)* 
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Gráfico 2. 
Porcentaje de Donantes Encuestados 
según Banco de Sangre 
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B. Información Epidemiológica: 
La información obtenida a través del "Formulario de Recolección de Datos" de los 339 
donantes que participaron del estudio, se muestra en detalle en los Anexos No. 13-16. 
A continuación se presenta el análisis de cada una de las variables incluidas en el mismo. 
a. Edad: la edad de los donantes osciló entre los 18 y 64 años; en ambos sexos la mayor 
frecuencia estuvo en el rango de 25-38 años. Ver Tabla 7 y gráficos 3 y 4 
Tabla 7. Número y Porcentaje de Donantes Encuestados, 
Según Rango de Edad y Sexo. 
Edad y Sexo 
Rango de 
Edad Femenino Masculino TOTAL Porcentaje 
Nlqi 1 15 16 4.7 
18 - 24 3 51 54 15.9 
25 - 31 5 70 75 22.1 
32 - 38 10 76 86 25.4 
39-45 1 58 59 17.4 
46-52 3 31 34 10.0 
53 - 64 0 15 15 4.4 
TOTAL 23 (7%) 316 (93%) 339 100% 
1NR: No respondieron. 
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Gráfico 3. 
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Iráfico 4. 
Porcentaje de Donantes Encantados según 
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b. Sexo: El 93% (316/339) de la población encuestada fue del sexo masculino. 
Ver Tabla 7. 
c. Nivel escolar: El 48.9 % (166/339) de los donantes encuestados habían 
alcanzado el nivel secundario (Primer ciclo o secundaria completa). Sólo el 
19.8% (67/339) han alcanzado el nivel universitario. Ver Tabla 8.Ver Gráfico 5. 
Tabla 8. Frecuencia y Porcentaje de 
la población encuestada Según Nivel Escolar y Sexo 
Nivel escolar Masculino Femenino Frecuencia Porcentaje 
Frecuencia % Frecuencia % 
analfabeta 2 0.6 0 0 2 0.60% 
primaria 85 26.9 2 8.7 87 25.70% 
Primer ciclo 11 3.5 2 8.7 13 3.80% 
secundaria 148 46.8 5 21.7 153 45.10% 
técnico 2 0.6 0 0 2 0.60% 
universitario 54 17.1 13 56.5 67 19.80% 
NR 14 4.4 1 4.3 15 4.40% 
Total 316 99.9 23 99.9 339 100.00% 
Gráfico 5. 
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d Estado Civil el 742% (252/339) de los donantes encuestados mantienen una 
relación de pareja Ver Tabla No 9 
Tabla 9 Numero de Donantes Encuestados, segun Estado Ovil 
anco de Sangre Casados Unidos Solteros sepend Viudos NRI TOTAL 
angwnola 22 55 18 0 0 0 95 
IMAAM 39 32 23 0 0 0 94 
IMAG 19 19 10 0 0 2 50 
é D de Obaldia 19 14 17 0 0 0 50 
fael Hernández 23 10 15 1 1 0 50 
'TAL y 
rcentaje 122(35 94) 130(38.3%) 83(244%) 1(03%) 1(0.3%) 29L6%) 339(100%) 
Ri N Itapaztelleron 
e Más de una pareja habitual el 6 % (20/339) de los encuestados admitieron 
tener más de una pareja habitual (ver Tabla No 10 y gráfico 6) distribuidos en 
diferentes grupos de edad (ver Gráfico 7) quienes procedian principalmente del 
Banco de Sangre del CHAAM Ver Gráfico 8 Esta variable es un factor de nesgo 
importante para adquirir la infección por VHB 
Tabla No 10 Distribución de Donantes Encuestados 
sepun la Variable Mas de una oarem habitual 
Más de una pareja habitual Frecuencia Porcentaje 
No 291 858% 
Si 20 59% 
NR 28 8,3% 
Total 339 100 O% 
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Gráfico 6. 
PORCENTAJE DE DONANTES ENCUESTADOS SEGUN 
RESPUESTA A LA VARIABLE "MAS DE UNA PAREJA HABITUAL" 
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Gráfico 8. 
Numero de Donantes Encuestados segun su respuesta a la Variable: 
Más de una Pareja Habitual 
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e. Tipo de Donación: el 91.2% (309) de las donaciones fueron de reposición, que 
era lo esperado en Panamá donde la mayoría de las donaciones es para 
familiares y amistades. Ver Tabla No.11 y gráfico 9. Sólo el 2.1% (7) fueron 
donantes voluntarios, que es un porcentaje similar al del nivel nacional (Fuente: 
Red Nacional de Bancos de Sangre, año 2006) 
Tabla No.11 Distribución de Donantes 
Encuestados Según el Tipo de Donación. 
Tipo de 
Donación Frecuencia Porcentaje 
Voluntaria 7 2.1 
Reposición 309 91.2 
NR 23 6.8 
Total 339 100.0 
Gráfico 9. 
110 
  
     
Porcentaje de Donantes Encuestados 
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f. Ocupación: En este estudio participaron donantes con diferentes ocupaciones y 
desempleados. El 11.5% eran jornaleros de las fincas de Changuinola. Ver Tabla 12 y 
Gráfico 10 
Tabla No.12 Distribución de Donantes Encuestados 
Se. 'n Ocupación 
Ocupación Frecuencia Porcentaje 
Desempleado 12 
_ 
3.5 
conductor 15 4.4 
trabajador manual 16 4.7 
policía 17 5.0 
agricultor 18 5.3 
comerciante 19 5.6 
estudiante 19 5.6 
construcción 22 6.5 
jornalero 39 11.5 
Otros* 162 47.8 
Total 339 100% 
*Las ocupaciones de menor frecuencia. 
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Gráfico 10. 
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h. Consumo de Alcohol Frecuente: El 14% (47/339) de los encuestados admitieron el 
consumo de alcohol frecuente, procedentes principalmente del Banco de Sangre del 
CHAAM. Ver Gráfico 11 
Gráfico 11 
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i Hábitos Sexuales El 968% (328) de los encuestados son heterosexuales 
Ver Tabla 13 
Tabla 13 
Distribución de Donantes Encuestados según Hábitos sexuales 
Hábitos sexuales Frecuencia Porcentaje 
Heterosexual 328 968% 
Homosexual 1 0,3% 
NRI 10 2,9% 
Total 339 100 0% 
NRI No respondieron 
j Episodio de Ictencia Solo el 1 5% (5) de los donantes informo sobre esta 
vanable Ver Tabla 14 
Tabla 14 
Distribución de Donantes Encuestados segun la Varuable Episodios de 'ciencia 
Episodio de ictericia Frecuencia Porcentaje 
NO 333 97,6% 
SI 5 1,5% 
NIII 1 0,3% 
Total 339 100 0% 
NR' No respondieron 
k Uso de Medicamentos y Padecimiento El 97% (329/339) de los encuestados dijeron 
no tener ningun padecimiento y el 67% (227/339) de los encuestados usualmente no usan 
medicamentos 
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ni. Vacuna de hepatitis B: Sólo el 0.9% (3) completaron la serie de tres dosis, esto 
fue verificado con la tarjeta de vacunación para los que la tuvieron disponible. Ver 
Tabla 15 y gráfico 12. 
Tabla 15. Número y Porcentaje de 
Donantes Encuestados según Número de 
Dosis de Vacuna de Hepatitis B. , 
Dosis Frecuencia Porcentaje 
lera Dosis 17 5.0 
2da Dosis 9 2.7 
3era Dosis 3 0.9 
Ninguna 310 91.4 
_Total 339 100 
Gráfico 12. 
Porcentaje Donantes según Numero de 
Dosis de Vacuna para Hepatitis B 
1era Dosis 
2da Dosis 
3era Dosis 
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91.4 
n. Residencia: Sobresalen en el análisis de esta variable, las fincas de Changuinola donde 
viven la mayoría de los donantes de este distrito. Ver Anexo No.14. 
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B Resultados de la Fase Serológica. 
De los 339 donantes del estudio 11 5% (39) tenían muestras con resultados anti HBc 
positivos e indeterminados (ver Tabla 16 y Gráfico 13) Se reconfirmaron positivas 86% 
(31/36)1 de las muestras analizadas mediante el ensayo de referencia, 
Quimioluminiscencia Amplificada en el equipo Vitros Eci cinco muestras resultaron 
mut HEIc negativas con este ensayo Debido a limitantes como el transporte y el tiempo 
de llegada de las muestras al ICGES LCRSP todas las muestras de reserva tomadas en 
tubos de EDTA, llegaron hemolizadas y algunos sueros llegaron con muy poco volumen 
para realizarles los análisis completos de la fisse serológica y molecular 
Los datos demográficos y las respuestas a las variables del "Formulario de Recolección 
de Datos de los donantes analizados en la Fase serológica del estudio se presentan en la 
Tabla 17 
Tabla 16 Número de Donantes Antt liBo positivos e Indeterminados, según Banco de Sangre 
Ms~n1 
No. Dcmantos anta MB  
~a 
iogs2 ui._ione s 
2cst ~. %~_lmigladss_01% 
Eno. de San no  
Hospital Materno Infantil José Domingo 
de Obeldfa 4(12/) 0 
Hospital Regional Rafael Hernández 1(03/) 0 
Hospital de Changumcda 27 (8 54) 0 
Complejo Hosprtalano Dr Arnulfo Anas 
Madrid 1(03/) 1 (03 /) 
Complejo Hospitalano Dr Manuel 
Amador Guerrero 2(06%) 1 
Hospital Santo Tomás 0 0 
Total 37 (10 9%) 2(058/) 
1 Fueron eliminadas 3 muestras que llegaron con poco volumen de suero Ver Tabla 17 
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• Información Epidemiológica de los Donantes Encuestados Anti-Iffic Positivos", 
De la Tabla 17 se resume que el 100% de los donantes analizados son hombres, sus 
edades oscilan entre 20 y 64 años. El 47% (17/36) finalizaron el nivel de escolaridad 
primario; el 44% (16/36) alcanzaron el nivel secundario de primer ciclo o sexto año y el 
5.5% (2/36) alcanzó el nivel universitario. El 78% (28/36) tenían una relación de pareja, 
97% (35/36) son heterosexuales, 77% (28/36) no utilizan medicamentos, 97% no tenían 
ningún padecimiento y el 100% no había presentado episodio de ictericia. El 19% (7/36) 
admitió consumo de alcohol frecuente y el 100% no habían recibido la vacuna de VHB. 
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• Marcadores Serolósucos 
A los confirmados anti HBc+ y anti HBc negativos se les determinaron otros marcadores 
serológicos como el HilisAg y otros no rutinarios en los Bancos de Sangre como el 
14BeAg el ami HBe y anti HBs ElantiHBclgMsedeterminósóloalosants HBc  
negativos En la tabla 18 se descnbe con más detalle el numero de donantes analizados 
en la Fase Serológica Los resultados de los donantes confirmados se presentan en la 
Tabla 19 se incluyó la variable `Más de una Pareja Habitual 
Tabla 18 Numero de Donantes analizados en la Fase Serolómca. 
No de 
Donantes 
Anti HBc+ 
en los 
Bancos de 
Sangre 
No de 
Donantes 
Anti HBc+ 
confirmados 
en el 
1CGES- 
LCRSP 
(Positivos 
sico<1 O) 
Resultado 
ann HBc 
Negativo 
No de Donantes 
Confirmados y 
Analizados con 
otros Marcadores 
Serológicos 
No de Donantes 
anis HBc negativos y 
analizados con otros 
Mamadores 
Serológwar 
36 31 5 26 5 
De la Tabla 19 se desprende, que el 26% (8/31) tenían dos marcadores adicionales al anti 
HBc 
• Determinación del marcador HBeAg 
Este marcador HbeAg se determinó en todas las muestras antr H13c+ Sólo 1 muestra fue 
HBeAg positiva, indicando replicación vital activa, en este donante sin embargo este 
marcador se debe manejar conjuntamente con el resultado de anu HBe y el ADN vital 
La presencia de ADN wat no pudo ser confirmada por Nested PCR, debido a que no 
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tentamos suficiente muestra El donante no pudo ser localizado para tomarle nueva 
muestra 
• Determinación del marcador anti Fifie, 
Para el anti HBe 41 9% (13/31) muestras confirmadas anti HBc+ (eran anti HBe+ 2 
muestras no ten Lin cantidad suficiente) La presencia de este anticuerpo en casi la mitad 
de los donantes conjuntamente con el ami HBc confirma el contacto de estos donantes 
con el VHB y descarta falsos positivos 
• Determinación de marcador anti HBs 
 
Se hizo la determinación de anti HBs para los 31 donantes anti HI3c+ Para este 
marcador 64 5% (20/31) de los donantes anti HBc+ teman niveles de anti HBs entre 20 
mUlUml a 92 300 mUFml 645% (2/31) de estos donantes teman niveles dudosos entre 
8 I mUUml a 10 mUI/m1 225% (7/31) teman niveles <8 mUI/m1 o sea negativos y 2 
muestras sin cantidad suficiente para su determinación 
• Determinacion del marcador HI3sA8  
Se hizo la determinación del HBsAg para confirmar que todas las muestras confirmadas 
fueran anti FIBc positivas/ HBsAg negativas De estas 4/31 muestras ant HBc+ no 
pudieron ser analizadas con este parámetro una de ellas inicialmente HBsAg+ Las 
muestras F A.05 632 anti Iffic+ y JBS 05 722 fueron confirmadas HBsAg-F a estas 
muestras se les hizo Nested PCR y Carga Viral para comprobar la presencia del virus 
Estos donantes se consideran portadores crónicos asuitomaticos del VHB Ninguno de 
118 
estos dos donantes teman anti HBs y uno tenla anti HBe éste ultimo admitió tener más 
de una pareja habitual 
• Determinación del marcador anti HBc IgM, 
Se determinó el anti HBc IgM a las 5 muestras confirmadas anti HBc negativo y los otros 
marcadores serológicos no rutinarios en los Bancos de Sangre resultando todos 
negativos 
Este resultado era el esperado si se toma como referencia el esquema del perfil serológico 
del 75-85% de los pacientes con VHB El esquema muestra que el marcador anti HBc 
total aparece un tiempo antes que el anti HBc IgM. Por tanto es dificil tener una muestra 
anti HBc total negativa/anti HI3c IgM + Ver Figura 13 
Figura 13 
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C.Resultados de la Fase Molecular. 
C 1 Estandanzacion de la PCR y Nested PCR con controles positivos conocidos  
Se logró la estandarización de la PCR y Nested PCR, en donde se esperaban fragmentos 
de 560 pb y 411 pb respectivamente usando sueros controles con patrones serológicos 
conocidos provenientes de la serotP-ca del ICGES LCRSP Ver Foto No 2 Foto No 3 y 
Tabla No 20 
Tabla 20 Resultados de los Marcadores Serológicos de los Controles Positivos 
Nombre del 
Control 
Marcadores Serológicos 
Ili_3.Bg ILL_Be_Ag Ami Iffle Ann HBs 
HBV7 JP Positivo Negativo Positivo Negativo 
HBV8 .113 Positivo Negativo Positivo Negativo 
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Foto Nol Obsérvese las bandas obtenidas con la PCR (posiciones 1 y 2 en el recuadro) la 
banda esperada era de un peso molecular de 560 pb En este caso se observaron claramente 
las bandas debido a que estas muestras tenían ima cantidad elevada de ADN vial Contando 
las bandas del Marcador de Peso Molecular de abajo hacia arriba se observa que las bandas 
obtenidas están entre los 500y 600 pb Las posiciones 3 y 4 son controles negativos 
Foto No3 Obsérvense los fragmentos gruesos y bnllantes de 411 pb (en el recuadro) 
obtenidos con la Nested PCR. Ayudándonos del Marcador de Peso Molecular se observa 
que las bandas obtenidas están ubicadas entre los 400y 500 pares de bases 
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C 1 2 Resultados obtenidos mediante la técnica de PCR y Nested PCR para las muestras 
de donantes confirmados 
En total se amplificó el 60/ de las muestras (20/36) entre anti HBc+ y ami HBc 
negativas Hubo reproducibilidad de las amplificaciones con los cebadores para PCR y 
para Nested al repartir vanas muestras en diferentes momentos 
Solo en algunas de las comdas se aprecia el producto de 560 pb de la PCR. Debido a que 
la cantidad de ADN eximido es diferente en cada extracción Lo importante es observar 
la banda de 411 pb en la Nested PCR, ya que confirma que hubo extracaon y 
amplificacion aunque sea de poca cantidad Ver Foto No 4 
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Foto No 4 En la parte superior del gel se comeron 9 muestras (IP 9N) el producto 
amplificado de PCR se colocó prunero y seguido el producto de Nested de la misma 
muestra Se puede observar la banda tenue de 560 pb junto a la banda bnllante de 411 pb 
en las muestras 3 y 6 En la parte mfenor del gel se corrió una muestra de la seroteca del 
1CGES (10P ION) una muestra HBeAg+ de un estudio antenor en la Comunidad China, 
obsérvese que aparte de la banda de 411 pb aparece otra muy bnllante de 
aproximadamente 200 pb Esta muestra se amplificó vanas veces en distintos din 
manteniendo el mismo patrón de dos bandas se usó como control positivo interno en las 
corridas de las muestras de los donantes Las muestras 11 12 y 13 son muestras que 
fueron confirmadas and HEc Negativas ninguna amplificó m en PCR m en Nested Las 
bandas muy tenues encerradas en recuadro rojo son los &meros de cebadores formados 
P PCR, N Nested 
ro se 
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observan muy claramente los marcadores de peso molecular 
De las 20 muestras 5 (25 / ) tenían ADN VH13 2 HBsAg+ y3 HBsAg negativas Estos 
resultados concuerdan con los resultados de otros estudios en paises de Latinoamérica 
como Atraes LC et al 2004 En Brasil en donde de 120 muestras anti HBc+ analizadas 
13 eran ADN VHB positivo incluyendo 10 HBsAg+ y3 HBsAg negativos Gutierrez C 
et al 2001 de Venezuela, encontró ADN VHB en 10% de las muestras anti HBc+ 
analizadas con ésta ultima autora tuvimos comunicación personal y amablemente nos 
proporcionó la secuencia de los cebadores para la Nested KR 
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Foto No 6 Se observan más claramente las muestras positivas de la Foto No 5 En esta 
comda se amplificó el control positivo diluido 1/100 
La tabla 21 presenta una comparación entre los resultados de los marcadores serológicos 
para VHB y los resultados de Nested PCR 
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Tabla 21.Comparación entre los resultados de los marcadores serológicos para VHB 
y los resultados de Nested PCR en las muestrs de los donantes anti-Effic positivos y 
negativos confirmados. 
gested 
PCR 
Anti-HBc HBsAg Anti-HBs Anti-HBe 
(-) (+) (-) (+) (-) 	 (+) (-) (+) 
(+) 0 5 3 2 3 	 2 2 3 
(-) 5 12 15 0 6 	 9 12 3 
Se analizaron 48.3°/0 (15/31) de las muestras anti-HBc+ confirmadas, 5 fueron positivas 
que representa un 33% (5/15); 2 de éstas muestras eran anti-F1Bc+/HBsAg+ y 3 eran anti-
HBc+/HBsAg-. De éstas 5, 2 tenían anti-HBs, y 3 tenían anti-HBe. 
C.1 .3 Determinación de la Carga Viral de ADN-VHB en muestras positivas por Nested 
PCR, por medio de la Técnica Monitor Test para VHB de Cobas Amplicor: 
Las muestras se trabajaron en duplicado en dos anillos, cada anillo tiene capacidad para 
10 muestras (7 pacientes y 3 controles), los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 
22 
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Tabla 22. Resumen de Resultados de Carga Virica de VI-111. 
No. Muestra y 
Control 
Resultado en 
Anillo #1 
Resultado en 
Anillo #2 
Interpretación 
1. JBS 117 Target lo Target lo 
, 
Carga Viral 
Indetectable 
2. WT 37 
QS INVALID QS 1NVALID 
Estándar de 
cuantificación 
invalidado 
3.EBS 118 Target lo Target lo Carga Viral Indetectable 
4.C+ HBV7 JP 3.04E2 3.01E2 Carga viral detectada 
5.111 MPM Target lo Target lo Carga Viral Indetectable 
6.114 FA 2.17E2 2.28E2 Carga Viral detectada 
7.AM Target lo Target lo Carga Viral lndetectable 
8. C HPC 1.26E4 1.23E4 Carga Viral detectada 
9. C LPC 2.45E2 1.03E2 Carga Viral detectada 
10.0 NC 0.001 0.001 <0.099 
Aparte del control positivo interno (C+HBV7JP), de las muestras analizadas con Monitor 
Test de VHB, sólo la muestra 114 FA, mostró una carga viral detectable. Los resultados 
en ambos anillos mostraron reproducibilidad, una de las muestras se invalidó y no pudo 
ser repetida debido a la poca cantidad disponible de suero. Los rangos para que los 
controles positivos fueran validados fueron los siguientes: 
C LPC 6.0E1-5.4E2 
C HPC 5.5E3-2.2E4 
CN <0.099 
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La corrida fue valida ya que los controles cumplieron con los rangos establecidos a pesar 
de que el QS de la muestra WT 37 se invalido 
D Discusión 
Se obtuvo informacion epidenuológica directamente de los donantes de cmco Bancos de 
Sangre con el fin de relacionar estos datos con los resultados de la evaluacion serologtca 
y molecular Actualmente en los Bancos de Sangre de Panarna se realiza una entrevista 
medica antes de la donacion En este estudio los donantes se senhan mas cómodos 
llenando el cuestionario y respondiendo afirmativamente preguntas comprometedoras 
que en una entrevista medica hubiesen sido causa de rechazo pan la donación En paises 
como Japón se hace una entrevista autoexcluyente en un computador antes de la 
donamon y se obvia la entrevista médica Esta innovación ha disminuido el descarte de 
unidades de sangre 
Entre las variables analizadas más relacionadas con los resultados de la fase serologica y 
molecular están Más de una pareja habitual y el consumo de alcohol frecuente El 
58/ de los eticuestados admitieron tener más de una pareja habitual y el 13 8/ admito 
el consumo de alcohol frecuente Es conocido que la primera variable es un factor de 
nesgo importante para adquirir la infeccion por VH13 y la segunda podna contribuir a 
acelerar o agravar el desarrollo de una patologia hepatica en los anta 1113c+ Estos 
comportamientos no son los esperados en donantes de sangre ya que se consideran 
personas habitualmente sanas Con este estudio se obtiene por primera vez en Parisina 
información directamente del donante que permite relacionar estos comportamientos con 
un patron serologico de VHB el cual era uno de los objetivos del estudio Tomando en 
consideracion la edad de la poblacion donante y la transnusion sexual como factor de 
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nesgo pan adquirir la infeccion por VHB se estable= una hipótesis de investigación 
(Hl) para la vanable Mas de una pareja habitual (Sampien Ft et al 2000 pag 96 101) 
Utilizando la Escala de Actitudes de L'Icen, se demostró estadisticamente que la variable 
Mas de una pareja habitual guarda relacion con el numero de unidades ami 1113c+ 
(p< 05) en la población de donantes Ver Anexo No 15 
Otro de los objetivos del estudio era determinar el numero de donantes inmunizados con 
la vacuna de VHB Solo 8 6/ (29/339) de los donantes incorporados teman entre 1 y 3 
dosis de vacuna y el 91 4/ no teman ninguna dosis de vacianacion contra el VHB La 
informacion obtenida sugiere que los donantes de sangre son vulnerables a la infección 
por VHB hay que mencionar que entre los azul HBc+ ninguno estaba vacunado contra el 
VI-LB por tanto sena prudente establecer programas de vacunación entre los adultos 
iniciando con la población de Changumola 
El hecho de que en la fase serologica del estudio se encontraran 2 muestras con anti 
HBc-11 HBsAg+ y una muestra ant, BBc+ /HBeAg+ indica replicacion viral activa del 
VHB demostrando que estos donantes son portadores cronicos asintomáticos y además 
disermnadores potenciales del VHB Ademas mas de la mitad de los ami 1113c+ 
confirmados no teman marcador anti iffle y sólo el 225 / teman anti 1113e y anu HBs 
estos resultados son preocupantes ya que la ausencia del pnmer marcador es de mal 
pronóstico para el desarrollo de una patologia como CLD o HCC a largo plazo y la 
ausencia del segundo deja a este grupo vulnerable a una reinfección por VH13 
particularmente por tratarse de población joven adulta Para el seguimiento de los 
donantes recomendamos el establecimiento de la prueba Anti HBs en los Bancos de 
Sangre complementandola con la vacunación, ya que se evitará que el donante se 
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reinfecte por el efecto neutralizante de los anticuerpos. El siguiente flujograma presenta 
el manejo de los donantes anti-HBc+/1113sAg- o indeterminados, que sugerimos. 
Manejo Sugerido para el Donante Anti-HBc+ : 
Prueba Anti-HBc 	 Prueba HBsAg 
o 	 Negativa o 
Indeterminada en el 	 Indeterminada en el 
Banco de Sangre 	 Banco de Sangre 
2 
Prueba Anti-FIBs 
en el 
Banco de Sangre 
3 
Dudosa >8 <10 
Positiva con 
	 mUrml o Negativa 
Niveles >10 mUI/m1 
	
con Niveles 
<8mUI/m1 
5 
Requiere I dosis de 
vacunación y se le 
repite la prueba en I 
mes 
4 
0 0 
Paciente Inmunizado y sin 
riesgo de desarrollar 	 6 
patología 
Al mes, 
7 	 Positiva con 
Niveles >10 mUI 
No requiere 2da  
dosis 
Al mes, Dudosa o 
Negativa con 
Niveles <8mUI/m1 
Continuar con la 
serie de Vacunación 
8 
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El costo de la prueba adicional de anti HBs es de $400 por paciente con la metodología 
del Vitros Ea Este costo vana de acuerdo a la metodologaa disponible en el Banco de 
Sangre El Manejo Sugerido para el Donante anti HBc positivo de este estudio ya 
generara resultados favorables a largo plazo y se le da importancia al donante de sangre 
ya que se le está protegiendo de una futura reinfeccion y además se le protege del 
desarrollo de una futura patologia como el CLD o HCC 
Consideramos que la vacunación mas importante si no se ha recibido debe ser en el nivel 
sec-undano de escolaridad ya que el 43 3 / de la población que dona llega hasta este 
nivel además los adolescentes se encuentran expuestos a la infeccion por transmisión 
sexual 
La extracción de ADN se estandarizó en este estudio utilizando poco volumen de muestra 
de suero obteniendo resultados sansfactonos similares a los trabajos de Yotsuyanagi H 
et al 2001 Kaneko S et al 1989 Zaager H.L et al 1994 Luing TJ et al 1989 y 
Kessler H et al 1998 Fue necesario introducir una modificación en la incubacion de la 
muestra, tomando para ello vanos tubos de eximidos al azar para comprobar la 
presencia del ADN utilizando cebadores que amplifican el gen que codifica para la 
GAPDH logrando comprobar sansfactonamente la presencia de ADN en los extraídos 
Una desventaja de usar poco volumen de muestra es que existe la posibilidad de tener 
falsos negativos de acuerdo a los trabajos de Gutierrez C et al 1999 sin embargo en 
este estudio las muestras se consideraron positivas cuando fueron repetidamente 
amplificadas Para la busqueda de ADN de WEB en las muestras ant 1-lIE3c+ se 
estandarizó una PCR y Nested PCR, y se utilizaron pnmers en la PCR que reconocen 
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una secuencia muy conservada de la región C del genoma del VHB Las muestras se 
amplificaron en distintas comdas siempre incluyendo uno o dos controles positivos 
internos y un control negativo con el proposito de verificar que los cebadores estaban 
uniéndose adecuadamente es decir a la temperatura de atildamiento correcta y que no 
hubiera contaminación de ninguno de los componentes de la mezcla de reacaon o bien la 
presencia de mlubidores en la mezcla de reaccion En aquellas muestras con gran 
cantidad de ADN viral se observaron las bandas de la PCR, como en los controles 
positivos pero no necesanamente se observaron en muestras con baja cantidad de ADN 
Nitral sin embargo la ausencia de estas bandas en la PCR no indica la ausencia de ADN 
de virus La PCR anidada con cebadores mas especificos aumenta la sensibilidad 
mejorando la detecaon de ADN de VHB en muestras con poca cantidad de ADN De los 
hallazgos observados en esta fase podemos destacar que 3 de las muestras ami HBc+ 
/HBsAg amplificadas fueron positivas por Nested PCR. Si sumarnos estas 3 muestras 
anti HBc+/HBsAg /HBV ADN + a las 3 ya identificadas con rephcación del VHB en 
los análisis serológicos vemos que el porcentaje de donantes con replicacion del VHB 
aumenta a 19 4 / (6/31) En un estudio recientemente realizado en India (Behzad 
Behbahani A. et al 2006) se encontró que 122/ de las muestras anti Fffic positivas 
teman ADN VF1B que corresponde a 1 de cada 8 muestras aproximadamente En este 
estudio se encontró ADN VHB en 1 de cada 10 muestras anta HBc+ aproximadamente 
lo que sugiere que la poblacion de donantes anu HBc+ de Panama es capaz de transmitir 
la infecaon por VHB y ademas es susceptible de desarrollar una patologia hepática 
asociada a la presencia de ADN de VHB 
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Algunos estudios realizados en primates han demostrado que la inoculación de pequeñas 
volumenes de plasma HBV ADN + HBsAg no son infecciosas (Pnnce A. et al 2001) y 
en otros estudios en antas endemicas como Taiwán se demostró que 2 de 11 pacientes 
que recibieron donaciones de sangre anti HBc+/H13sAg /HBV ADN + adquirieron 
VHB ADN post transfusión (Wang J T et al 2002) Aunque Panamá no parece tener 
altos niveles de endemicidad hay vanas regiones con seroprevalencias muy elevadas 
Fue importante determinar la carga viral en aquellos que hubiesen sido positivos por 
PCR Nested porque en cada transfusion se multiplica el nesgo de adquirir la infección 
cientos de veces debido al volumen de hemocomponente transfundido Sin embargo al 
determinar la carga vital solo uno de los anti Iffic+/HEIsAg+ tuvo carga vital de 
2 28E2/2 17E2 (promedio 222 5 copias de ADN de VHB/ml) Las demás muestras a 
pesar de tener ADN de virus presente no tuvieron carga vital detectable Aqui es 
importante mencionar que la PCR anidada tiene una sensibilidad mucho mayor que la del 
método para carga vira' (10 copias vs 300 copias de ADN VH11 /m1 de muestra) aunque 
hay que tomar en consideracion el tiempo que teman las muestras de haber sido 
colectadas Hubo concordancia en los resultados obtenidos en la Fase Molecular de este 
estudio con los de la Fase Serológica y se pudo estandarizar una metodologia que puede 
ser utilizada en casos en que haya discrepancia o duda en el perfil serológico ya sea por 
la presencia de una variante de VH13 por la condición inmunológica del 
paciente/donante o para dar seguimiento al tratamiento de la mfeccion por VHB 
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CONCLUSIONES 
I Este estudio evidencia la importancia de la determinacion del ant HBc en el 
tainizaje de las unidades donadas para minimizar la infección postransfilsional 
1 El marcador anti HBs es un marcador no rutinario que complementa el ami HBc 
para descartar falsos positivos y para conocer el estado inmune del donante frente 
al VHB 
1 La adición de un marcador serológico no rutinario como el anta Has es una 
alternativa costo-efectiva para predecir la presencia del VHB sin llegar al análisis 
molecular que es mas costoso 
I Se confirma que la presencia de ADN del VHB sin carga vital detectable en el 
suero de un donante representa un nesgo de transmision del 'VHB 
1 Este estudio confirmó una vez mas, la relación que existe entre el 
comportamiento social de los donantes y el alto numero de unidades ant HBc 
positivas 
1 Es el primer estud o que analiza las caractensticas ep denuologicas de donantes 
panameños 
1 El estudio demostro que un alto porcentaje de los donantes no están vacunados 
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RECOMENDACIONES 
I Realizar estudio de costo-efectividad para la introduccion en los bancos de sangre 
del anti 1-1Bs (introducción de la prueba vs numero de unidades descartadas) el 
cual recomendamos para un tamizaje eficiente 
1 Se debe fortalecer el Sistema de Vigilancia Epidemiologico con la información de 
donantes anti HBc+ acelerando la inclusión de los Donantes Anti Iffic + en la 
lista de Donantes Diferidos Permanentes 
1 Recomendamos el mantenimiento de la vacunacion en el nivel secundario de 
escolandad ya que el 43 3 / de la poblacion que dona llega hasta este nivel y el 
Inicio de las vacunaciones en la Region de Changuinola en la población mayor de 
18 años 
1 Incorporar el uso de equipos y metodologías de alta sensibilidad y especificidad 
como la quinuolurruniscencia para la pruebas de VHB en los Bancos de Sangre 
1 Incorporar el Manejo Sugerido para el Donante ami HBc positivo de este estudio 
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ACCIONES ESPERADAS COMO RESPUESTA AL ESTUDIO 
é Crear conciencia de la importancia de la mstauración de la vacunación para 
el VIII3 entre la población sexualmente activa, en especial varones, sobretodo 
de baja escolaridad ya que representan la mayoría de los donantes del pais 
é Crear conciencia de que no sólo el VIII es causal de muerte y enfermedad 
sino que también existen enfermedades aparte de las ITS que tambien se 
pueden evitar brindando educación temprana acerca del comportamiento 
sexual 
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ANEXOS 
Anexo No. 1 
Imágenes del Hospital Materno Infantil José Domingo de Obaldía 
Foto #1. Fachada del Hospital José 
Domingo de Obaldía, las nuevas 
instalaciones se inauguraron en el 
ario 2004 durante la gestión de la 
Presidenta Mireya Moscos°. 
'oto #1. 
 
o #2.Camas para 
'ación. 
rea de donación está 
arada del área de 
I ización de pruebas. 
 
Foto #2. 
Foto #3 Equipo Axsym de 
metodología MEIA, se usa para 
realizar las pruebas serológicas 
en el Banco de Sangre. 
Foto #1. Fachada del 
Hospital Rafael Hernández, 
este hospital es 
dependencia de la CSS. No 
ha tenido remodelaciones 
en los últimos años. 
oto In. 
'oto #2. Área de 
)onación. Está 
eparada del área de 
iruebas, sin 
mbargo el espacio 
D es suficiente para 
Ifrecer un buen 
ervicio. 
Foto #2. 
Anexo No. 2 
Imágenes del Hospital Regional Rafael Hernández 
Foto #3. Equipo Vitros Eci, se 
utiliza para realizar las pruebas 
serológicas de los donantes. 
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Anexo No. 3 
Imágenes del Hospital de Changuinola 
Foto #1. Área de donaciones. 
Obsérvese el tamaño reducido, 
hay una sola cama de donación, 
no hay divisiones entre el área 
de donación y el área de 
pruebas. 
El hecho de que haya una sola 
cama no permite que el donante 
repose un tiempo antes de 
levantarse. 
Foto #1. 	 1 Tecnóloga 
	 1 	 Donante 
Médica 	 Asistente 
 
Foto #2. Entrada al 
Banco de Sangre del 
Hospital de 
Changuinola. Obsérvese 
las condiciones de 
paredes y techo. 
• 'oto #2. 
 
Anexo NoA 
Equipo Vitros Eci del 1CGES-LCRSP 
41.0Zd 
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Reactivo del Equipo Vitros Eci. 
urw v="cmani um. r "1M PIM" 	 Anexo ¡'NO O MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMÉDICAS FACULTAD DE MEDICINA 
ESPECIALIDAD INMUNOLOGIA 
INSTITUTO CONMEMORATIVO GOMAS/ LABORATORIO CENTRAL DE REFERENCIA EN SALUD PUBLICA 
Por medio de este consentimiento le Invitamos a participar de la Investigación Titulada 
Detección d portadores crónicos activos del vtrus d II patita Ji mediante I d ternntmnón del IlBeAg, otros m rcadores 
analógicos, IIBV DNA v e aluactón d su respuesta annum lógi mullendo TEN-7 en una muestra de d nantes anta DEM-
d I R públec d Panamá, año 2005. 
BREVE RESUMEN y PROPÓSITO DE LA INVESTIGACIÓN  
El virus de la Hepatitis B (V1-18) es el agente causal de la hepatitis B enfermedad que genera severos daños a nivel 
hepático y que puede ser adquinda mediante la transfusión de sangre y hemodenvados de donantes que tengan el 
virus asl como también por transmisión sexual 
La prevención de ésta y otras enfermedades transmitidas por transfusión es uno de los objetivos pnmordiales de la 
práctica actual en la medicina transfusional Para cumplir con este objetivo se realizan pruebas de tarnizaje en busca 
de anticuerpos específicos contra el VHB 
En este trabajo se pretende determinar la presencia de otros marcadores serológicos como el HBeAg (antígeno e del 
VHB el cual está presente durante la replicación activa del virus) anti HBs( anticuerpos contra el Antlgeno de 
superficie presente en los donantes y pacientes vacunados contra el VI-IB y en aquellos que han tenido contacto con 
el virus) y anti-Hbe ( anticuerpos contra el antígeno e del VI-18 presente en los donantes y pacientes que han pasado 
la infección y que tienen pocas probabdidados de desarrollar patología postenor a la infección) además se detectará 
la presencia de HBV DNA y los niveles de atoquinas inflamatorias como el IFN-i en donantes ant HBcore positivos 
La presencia de anticuerpos contra el core de hepatitis 8 (anb HB core+) indica la posibilidad de haber estado en 
contacto con el VHB ya que el core es parte de los componentes del virus 
Al estar presentes estos anticuerpos la unidad de sangre donada debe ser descartada lo que anula la posibilidad de 
utilizar a su vez cualquiera de sus denvados (plaquetas glóbulos rojos plasma etc ) 
La detección de otros marcadores aparte del anti-HBc bnndará una idea más amplia acerca del numero de donantes 
portadores asintomáticos quienes son agentes de transmisión del VHB 
Los métodos y procedimientos para la obtención de resultados serán los que indiquen las diferentes pruebas 
comerciales ELISA (enzimo-inmunoensayo) de tercera generación y PCR ELISA de COBAS AMPLICOR HBV 
Monitor Test (prueba para detectar DNA del virus de Hepatitis B circulante) 
Propósito de la Investigación 
En el ultimo año 2004 un significativo porcentaje de donantes han resultado anti HB-core positivos y la mayorla no 
tienen el conocimiento de haber estado en contacto o haber tenido Hepatitis 13 Sin embargo una de las posibilidades 
de que este resultado sea positivo es que se trate de un falso positivo De ahí la Importancia de determinar otros 
marcadores que Indiquen con mayor certeza la presencia del VHB y conociendo esta condición en el donante poder 
remitr una información más completa al Sistema de Vigilancia Epidemiológica y éste a su vez la hará de conocimiento 
del médico a fin de poder dirigir un mejor tratamiento y educación al donante 
PROCEDIMIENTO  
Cuando Ud llegue al Banco de Sangre a donar se le entregará El consentimiento informado junto con un formulario 
de recolección de datos el cual usted llenará sol ninguna obligación Se le tomará un tubo de sangre adicional en el 
momento de la donación para ser enviada al Laboratorio Central de Referencia en Salud Publica donde se realizarán 
las pruebas de laboratorio por tecnólogos médicos idóneos Esta muestra sólo va a ser utilizada para el propósito de 
esta investigación 
Usted recibirá los resultados de las pruebas para Hepatitis 8 por esarto y en caso de que salgan positivos será 
referido a un médico especialista si su resultado lo amenta 
RIESGOS PARA EL, SUJETO  
No existe ninguno adicional a los riesgos normales relacionados con la donación de sangre 
Puede haber dolor y una ligera irritación en el sdui de la punción (formación de hematoma) 
BENEFICIOS POTENCIALES  
1 Usted recibirá los resultados de las pruebas de laboratono por escrito 
2 Su resultado aportará información valiosa al Sistema de Vigilancia Epidemiológica 
3 Recibirá asistencia médica y orientación de acuerdo a su resultado 
CON FIDENCIALIDAD  
Los resultados serán publicados respetando la identidad de cada uno de los participantes de este estuche', sólo se 
publicarán cifras, no nombres  
PARTICIPACIÓN  
Su participación NO es obligatona 
Si usted no desea participar no se le negará su derecho a atención 
Si desea parbapar tomaremos 10 minutos de su tiempo para tomar una sene de datos 
Deseo participar en el estudio SI 	 No 
Firma de Consentimiento, 	 E  nona del Testigo,_ 	 <-  
Fecho 
Anexo No 7 
FORMULARIO DE RECOLECCIÓN DE DATOS 
Datos Personales, 
Nornbre 	 Edad 	 No de Donante 
Ocupación 	 Nivel Escolar 
Estado CIMI 
Residencia 
 
Corregbnlento. 	  
Barriada 
Tino de donación  
Voluntaria I 	 Reposición 
Hábitos Se untes  
Hebroso ual 1 	 Homosexual 	  
Tiene más de una pareja habitual? SI 	 No I 	 I 
Medicamento de so frecue te  
Padecimie te  
N npuno 	 Pntsron Alta 	 Diabetes 
Ha presentado le 	 vez n 	 dro de kterl la? ( ha puesto amarillo?) 
SI 	 1 	 No 
Consume lechal frecuentemente? 
SI 	 No 
Cuántas veces por semana 	  
5. ha colocado la vacune paia la Hecatitis B. 
SI 	 No 
N mero d dos] 
Ha tenido Infamas de resfriado tilo  ánimos 2 mese  
Sil 	  No 
Instituciones que povan este fitudio. U De Prná. ICOOSI LCRSP. SS. CHMAAM. ELS HST. 13 S. H o Refael 
Hernández.13 S. Meso, Mart4 f José( D De Obatrils.13 . Chane mola. El, S Hose lea uel A. Guerrero. MINSA.  
ESTA NFORSWPENT CONFIDENCIAL 
A Quién contactar. SI usted den els no pregunta sobre el estudio puede contactar Lie Etienne Cano Investigadora 
principal en !Laboratorio Central do Retare la en Salud Pública T I 212-9407 Fax 212-9567 
Nota La coplas firmados d este hoja de consentimiento deberá dishibu Eme as! 
1 Entrego copia o cada participante 
2 Enviado el (emularlo de recolección de datos completo al Investigador ¡unto ce las rn estros 
3 Envio I copla firmada del consentimiento I Investigador 
Nombro del Banco de Sangre, 	 Fecha, 	  
No de Donante 	  Iniciales del Donante 	  
tiEleAq 	 Interaretacke 	 Método 	 Valor de cortetrata  
Tecnólogo que realiza la prueba 	  
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ANEXO No 14 
lebido a la diversidad de respuestas esta variable se ordenó alfabéticamente Están incluidas las 
tspuestas de los encuestados en los cinco Bancos de Sangre 
Resumen de Variable Residencia 
Residenda IlFrecuencia ¡Porcentaje 
____ 	 _ 	 It 	 0,3/0 ala* 
alcalde díaz 
____  
I 0,91% 
almirante 3 0,9/o 
Ancon 
— 
i 1 I i 	 0,39/ 
1Ancán 
 	 1 1 
I 
11___ _ 	 1 
41 
I  	 II 
id 
I 	 0,3 / 
_ 
,arrallan 	 _ 	 _ 
¡barrio Balboa 
12V 
_ 	 _  
0,3/o 
tarrb Colón 
_ 	  
barrio 
— 
0,30/ 
1 J 0,3 1% 
Bardo Sur _ 5 1,5% 
&Visarlo porras 
_L__2 
2 
06°! 
Bdla vista 06°! 
Betania 
_ 
311 
	
0,9/o 
[boca de Junco _ il 0,3°/ 
'boca del monte 
	
—  
bocas islas 
— 
11 
_ 	
I 0,3 /o 
5 1,5/o 
— [boquerón 5 1,5/ 
boquete 
_ _ _ 	 __ 
Buena vista 
_  
_ 
2 06°! 
— 
41 _ 	 1,2°/ 
bogaba 111 3,2% 
Bunmga II —  0,3 /o _ 	 _  
 0,3/ Icandonla 
¡calle abajo 
¡ Calvario Bongo 
leanquintu 
1 
I II I 	 0,3/o 
ni 	 0,3v 
L  _ 	 II__  
 31 
0 ,3°/ 
i 	 Ira Cap 
---- — — — 
0,90/ 
learrasquilla 	 _ 
[ Cativá 
[ 1' 0,3°/ 
_ 
10 2 9V 
_____ 
Mamita»  
cerca de la escuela 
1 0,3% 
_ II 0,3% 
Changutnola 26 7 7 /o 
i changultaola bda. La Luz _1 
II 
1 
1 0,3% 
r.bangabiola madi; 
Ichanguhiola El Silencio 
I 
1 
0,3 /o 
_ 
0,3V 
ichangittnola fra 12 li 2 1 1 	 06/o 
ANEXO No 14 
1changulnola fca 13 
__- 
changuinola fea 15 
I 1 	 0,35/ 
_ 	 _ — 
 _ 1 1 _ 0,3/o 
I cbanguinola fea 24 U _ 03/ 
I changuinola fca 32 _ II 	 0,3V 
changulnola fca 42 	 _ _ 1 _0,3% 
1changuhiola (ca 64 1 0,3V 
1changninola fca 65 	 _ _ 1 2 _ 06V 
,cluanguinola fca33  
Ichangubiola fca6 	 1 _ 	 I 1 	 0,3V 
Icbangulnolailla 67 1 _ 
Chirigui _ 	 21 O 6 / 
Chonera 2 
_ ____ 
0 6V 
_ 
/chorrillo 
_ 
1 	 3 09/ 
I collstta II 0,3 / 
'colón 51 	 1,5V 
I cricamola no manatí 
— - --- 
_I 1  
Cristóbal _ 7 _ 2 1 /0 
¡cuadrante basellne 1 0,3V 
rcusapht Rio Cafia 	 _ _ 	 1 0,3/ 
Darién 	 1 	 1I 	 0,3 A 
____ 
IDavld 	 _ 	 _ , _ l_ 	 30 88V 
I divala II 0,3% 
dolega 	 I 6 18% 
' el empalme - 	 1 
_ _ 
_  0,3/ 
¡el empalme planta de molde _ 1 0,3% 
lel empalme barrio dulce 11 0,3 / 
;el empalme Lincon Creek 	 1 	 I J 0,3V 
lel silencio 	
_ 	
1 	 2 
_ 
0 6 / 
'el valle de san isidro 	 1 III 0,3/ 
-- 
ca j2_ 
	
r 
_ _J 0,3/ _11_ 
fca 12 El Puré L. 	 _ 	 _ .1 _1j _ 	 0,3% 
1fca 15 	 I 2 0 6 / 
¡tes 6     _DI_ 	 0,3 A 
/fca 62 2 1 06V 
fca 63 
_ 
I 0,3 /0 
fea 64 	 J 
_ 
I 1_ 	 0,3% 
/fea 66
_ 	 __J I __  0,3% 
1finca 4 	 J 1 I 	 0,3/o _ 
Iliaca 6 	 1 
_ 
1 0,3V 
¡finca 8 	 II 	 i{ 	 0,3/o 
ANEXO No 14 
riüesinez 1ri _±[li  
2 JL 
0,3% 
0,3% 
guaba° fea 52 0 6 /o 
guabito fea 57 
_ __ 	
lil 	 0,3 / 
1guabito puente blanco I I 	 ___ __ 	 1 1 _ 0,3°/ 
guablto la mesa  _ 3i __ 	 0,9/ 
¡guaina _ 	 _ 
1 
I 1 	 0,3V 
_ _ _ 
1guarumal 
_ 19 	 0,3/o 
José Domingo Espinar _ '1  
IJuabo 
— - - 
I 1 	 0,3% 
Juan Díaz 
_ 	 _ 
6 1 8 A 
La Bervena J _ 	 1 0,3/ 
la Chorrera 4 1 1,2°! 
La Estrella 
- 
--- 
1 0,3% 
la mesa 1 0,3V 
La pintada 
_il_ _ 1  
las Cumbres 	
_ _ 
Idas Lomas 11 	 711 
	
21% 
¡Ullán I 	 i 03! 
1 Los Algarrobos I__ 	 1 _ 1 	 0,3V 
1Los Anastaelos 1 0,3! 
Lozón  _ 1 _ 	 0,391 
mañanitas 
- 
1 3 0,9 A 
- - 
maría chiquita 1 1} 0,39' 
Natá 11 	 1 0,3 / 
ino tiene 4 1 
- 
1,291 
1Nueva Providencia 
nuevo chorrillo 
1 1 1_ 039' 
/ nuevo Momeen 2 
_ 	 _ _ ___J [ 	 O 6V _ ___ 
Nvo. ArraiJan 	
_ _ 
11 0,30/ 
Omar Torrijos __ _ 1 _ 	 0,3 /o 
payara 3 1 	 0,9 A 
Palenque 	 _ _ _ III 	 0,3 /0 
pantanal 2,1 	 _ 0 6°/ 
parque lefebre _ 4,1 	 1,2% 
Pedregal J 13 3 8 / 
pilón 
 1 -  _ 	 0,3°Y 
playa leona I ' 0,3 / 
progreso BarrbLindo _ _ 	 li 03 % 
IPS° Aro:utiles 19 	 0,3% 
ANDO No 14 
pueblo nuevo 1F UY 
Puerto Pilón _ 	 _II _511 
 
 _ _ 1
'u / 
punta laurel 1 	 0,33/ 
renachniento 1 
_ 
0,3 4 
_ _ 
Rio Abajo _ —. 3 O 9Y 
1Sabanitas 5 
- I 1,5Y 
Salamanca 
_ _ II 
_ 
I 	 0,3 A 
1san Calditos 
_ 	
i I 
II 
___ I  
an Carhs 	
_ _1 
— — 
0,30/ 
isah Fah 
-- - 
0,3% 
1 lean Isidro _ _, __ 	 1 1 03/ 
san Juan II 	 2 
7 
06°! 
_ 
1 San Miguellto 2 1 / 
San Pabh 
san puente 
_ _ 
I 	 1 
 _III 
_ 	 I 
0,3/ 
0,3/ 
'sixaola, Costa Rica I__ 	 0,3/ 
'suiche 4 
 _ 	 _1 
_ j 
_ 1 
_ 
_ _1 1_ 	 0,3/ 
_ 	 711 	 2 1 / 1 itocumen 	 _ 
iTorrijos Carter 2 0 6 / 
i vacamonte _ II 
 
0,3/ 
' valle del rhco 
Yeraguas 
_ 	 _ 
 	 11 	  
_ 	
t 
ii 
 1 
_ 	 0,30/  
06°! 
veranffio 11 0,3/o 
Ivilla caro—Ima 
1 	  Ivista alegre 	 _ 
'volcán 
1 
_ 	 _,1 
1 
1 0,3/ 
_ 
_ 2 1 0,6% 
0,9Y 3 
'Total 	 _ 
-- 
	 11 	 339 1_ 	 100,0 / 
4 
Anexo No 15 
Análisis Estadístico de la Vanable Más de una Pareja Habitual y su Relación con el 
Numero de Unidades Anti Hec Positivas 
Hz El tener más de una pareja habitual es causal del alto numero de unidades antz 
HBc+ 
Ho El tener más de una pareja habitual no es causal del alto numero de unidades antz 
HBc+ 
Tenemos que segun Danlche (1986) señala que los estudios descriptivos no suelen 
contener hipótesis y ello se debe a que en ocasiones es dificil precisar el valor que puede 
manifestar una vanable 
Sin embargo se utilizo la Escala de Actitudes del tipo Likert (Samplen R, et al 2000 
pag 255 256) para poder cuantificar esta vanable En esta escala se le asigna un valor 
numérico a los diferentes objetos de actitud que se están midiendo Este tipo de escala se 
usa en investigaciones de comportamiento 
1 Para el análisis de esta vanable se asignaron valores arbitranos a las diferentes 
respuestas 
1 _para los que No respondieron 
2 para los que No teman más de una pareja habitual 
3 para los que Si teman más de una pareja habitual 
2 
2 Una vez asignados los valores se ubican simbolicamente en una curva de distnbucion 
normal 
Gráfico 1 
X calculada 	 X hipotetizada 
95/o de los valores 
3 Se establece un nivel de significanda de 0 5 (nivel convenido en ciencias sociales) la 
cual implica que el investigador tiene 95% de segundad para generalizar sin equivocarse 
y solo 5% en contra En temimos de probabilidad 0 95 y 05 ambos suman la unidad 
Esto se hace para definir si el resultado de la comparacion de las variables es real y no 
debido a un error de muestreo (Sampien R. et al 2000 pag 368 374) 
4 Se establece una media que en este caso es igual a 
Sum fi( 
x= 
N 
Donde X= media 
Sum fic= sumatona de la frecuencia por el valor asignado 
N= tamaño de la muestra 
Veamos la siguiente tabla 
Tabla 1 Análisis Estadístico de la Variable Más de una Pareja Habitual. 
Respuestas a 
la Variable 
Más de una 
Pareja 
Habitssal 
VALOR 
ASIGNADO 
(x) 
FRECUENCIA 
(O fa l'al 
NO 2 291 582 338 724 
SI 3 20 60 3 600 
NR 1 28 28 784 
SUMATORIA 
(Sum) 
339 670 343 108 
x_  Surav  
N 
X= 670 
339 
X= 
1 Se determina la desviación estándar que es el promedio de desviación de los valores 
con respecto a la media Es igual a 
Sum 6(2 X2 
N 
Reemplazando S= 28 2 
2 Una vez determinado el nivel de significancia, la media poblacional y la desviación 
estandar para saber si nuestra hipótesis es aceptada o rechazada estimamos la 
desviación estándar de la distribución muestral de la media, utilizando la fórmula 
Sx = S 
3 
Reemplazando Sx= 1 53 
4 
Donde Sx = desviacion estándar de la distribución muestral de la media 
S= desviacion estándar de la muestra 
n = tamaño de la muestra 
7 Ahora debemos transformar la media de la muestra en una puntuacion z en el 
contexto de la distribución muestral Con una vanacion de la formula para obtener 
puntuaciones z Las puntuaciones z son distancias que indican ateas bajo la 
distribución normal En este caso ateas de probabilidad (Sampien R et al 2000 
pag 363) 
Gráfico 2 
Media hipoienzada 
de la población 
	
Z= x x 	 Donde x= media de las muestra 
	
Sx 	 x= media lupotetizada de la distribución muestra! 
Sx= desviación estándar de la distribución muestral 
Z= 1.9 2.0  
I 53 
Z= 0 065 
8 Este valor se compara con el valor 1 96 que se toma siempre que el nivel de 
significancia es 05 (z=1 96) 
5 
Entonces se compara la media de la muestra tranforrnada a puntuación z con el valor 
1 96 si es menor se acepta la hipótesis y si es mayor se rechaza 
Valor calculado de z= 0 065 < 1 96 
Por tanto se acepta la hipótesis de mvestrgacion a un nivel de sigmficancia del 05 (95% a 
favor y 5% de nesgo de cometer un error) 
En conclusión se acepta la Hz en donde se propone que la Vanable Mas de una Pareja 
Habitual contribuye al alto numero de unidades anti HBc-l- y se rechaza la Ho que 
propone que la variable Mas de una Pareja Habitual no es causal del alto numero de 
unidades anti HBc+ 
